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Die f olgenden Angaben slnd den vom Anmelder eingereicriten Untarlagon entnomman 

<§) Verfahren zur Herstellung chiraler Carbonsauren aus Nitrilen rn'it Hilfe einer Nrtrilase Oder Mikroorganismen, 
dieeinGanfurdieNitrilaseentftaltan 

(37) Dio Erfindung betrifft Nukleinsaureaequenzen, die fur 
oin Pqlypaptld mit Nitrilaseaktivititcodieren, Nukleinsau- 
rokonstrukto enthaltend dio Nukleinsaureaequenzen so- 
wio Vectoron enthaltend die Nukteinsaureeequensen oder 
dio NukloinaSurekonstruktc. Die Erfmdung betrifft weiter- 
hin Aminoseuresequonzen, die durch die Nukleinsiurese- 
quonzen codiort werden und Mikroorganismen enthal- 
tond dio NukleirisSuresequenzen, die Nukieinaaurekotv 
atrukte oder Vectoren enthaltend, die Nukleinsaureee- 
Quonzon oder die Nukleinsaurokonstrukte. 
AuGerdem betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Her- 
etollung chiralor Carbonsauren aus den racemischen Ni- 
trilon. 



CM 
00 

8 



Hi 



DE 19848129 Al 

Bcschreibung 

Die Erfindung betrifft Nukleinsauicscquenzen, die fur cm Polypeptid mit Nittfloseaktivitiit codicrcn, NuMeinsaurc- 
Ucmstrukio cnlhaltcnd die NukkiasaurcseOucnzen sowio Vcciorcn eothaltend die Nuldeinsa^sequcnzca oder die Nu- 
5 KXrckonS.nJkte.DieEr^^ 

diert werden und Mifcroorganismen eothaltend die Nukteinsaurcsccjuenzen, die Nuklcinskurekonstrukte odcr Vsctoren 
enthalterKl die NukleinsSoresequenzcn oder die Nu^ , 

AuBerdem betrifft die Erfindung ein Verfahren zur HersteUung chiraler Carbonsauren aus den racemiscnen Nimlcn. 

Chirak Carbonsauren sind gesuchte Verbindungen fur die organischen Jiynthesechemie. Sie sind Ausgangsproduktc 
l0 filr cine V.clzahl von phannazeutischen Wirkstoffen Oder Wirkstoffen fur den Pflanzenschutz Ch.rale Carbonsauren 
kOnnen ?M klajsischcn Raccmatspaltung Ubcr Diastereotnwesalze verwendet werden. So wird R-(-> ooer ^Man- 
delslluro bcispielsweise zur Raccmatspaltung racemischer Amine cingesetzt, R-H-Mandelsitare wuxi auBcrden, als Zwi- 
schenpVoHuk. hei der Synthese halbsynthetischer Antibiotika und einer Vielzahl landwirtschafthcher Produkte genutzt 

15 m Aus der Literaiur sind cine Reihe verschiedener Synthesezugange zu chiralen Carbonsauren bekannt- So weiden bci- 
spiclsweise optisch aklive Aminosauren techniscb uber fermentative Verfahren gewonnen. Von Nachteil dabei ist, daB 
fUr iedc AnunosSure ein eigencs Verfahren entwickelt werden muB. Um eine moguchsl breite Palette vencbiedcner Ver- 
bindunRcn hersiellen zu konncn, werden deshalb chemische odcr enzymausche \ferfahrcn verwendet Nacbtcihgbeiden 
chemisehen Verfaiircn ist, daB das Stereozentrum in der Regcl in wehrstufigen, nichl breit anwendbaren Synthese urn- 

ID standlich aufgebaut werden muB. , 
Die enzyinausche Synthese chiraler Carbonsauren sind einer Reihe von Patentee oder Patcntanmeldungen zu entneh- 
mcn WO 92/05275 beschreibt die Synthese cnanliomeier o-Hydrozydralkyl- Oder a-Alkylcarbonsauren in Gegenwait 
biolosischen Materials In EP-B-0 348 901 wird ein Verfahren zur HersteUung von optisch akriveu a-substituierten or- , 
oanischen Sauren mil Mikroorganismen der Gatmngcn Alcaligenes, Pseudomonas, Rhodopseudomonas, Corynebacte- ^ 

25 num sp. Stamm KO-2-4, Acinctobacter, Bacillus, Mycobacterium, Rhodococcus und Candida beansprucht. Die Hcrstel- 
Iuok von L.(vAiHinosliunin wild iiril Mikrootgamsmen wird in EP-B-0 332 379 bcanspruchl. 

Die HersteUung von o^Hydioxycarbonsaureu spcricll die HersteUung von optisch aktivcr Milchsaurc Oder Mandcl- 
sllurc mit vcischiedenen Mikroorganismen wie Miicnxwgansimen der Gattungen AlcaUgenes, Aurcobactenum, Pseudo- 
monas Rhodopseudomonas, Corynebacterium. Acinctobacter, Caseobactcr. BaeiUus, Mycobacterium. Rhodococcus, 

3o Brevibactcrium. Nocardia, Variovorax, Arthrobacter und Candida oder mit Enzymen wird in den Schutzrechten EP-A- 
0 MS 90Uder scineni US-Aquivalent US 5,283,193. EP-A-0 449 648, p-B-0 473 328 EP^ 527 553 odcr seinem 
US-Aquivalcni US 5.296.373, EP-A-0 610 048, EP-A-0 610 049, EP-A-0 666 320 Oder WO 97/32030 beschneben. 

Vbn Nachteil bci diesen Prozessen ist, daB sie haufig nur zu Produkten mit einer gcringen optischen Reinhot fuhren 
und/oder daB sic nur mit gcringen Raum-Zeit- Ausbcuten ablaufen. Diea fflhrt zu wirtschaftlich unattrakuven _Prozessen. 

35 Auch der Versuch durch Zugabc von Subsumzen wie Sulfit, Disulfit, Dithiooit, Hypophosphit odcrPhosphit die Produk- 
tivitllizuerhbhen (siehcEP-A-0486 289) Oder Uber die Verwcndung von Mikroorganismen. die erne erhohte Resistcuz 
gcgenuber oHydroxynitrilen aufweisen (siche WO 97/32030), fuhrt zu kciner nennenswerten Stcigcrung derProdukti- 

V ' Es war daher die Aufgabe der Erfindung cin leichtes, kostengflnstiges, brcil aowendbares 'Verfahicn zur HersteUung 
40 von optisch aktiven, chiralen Carbonsauren zu entwickeln, das die oben genannten Nachteile nichl aufwcist. 

Dicsc Aufgabe wutxte durch das erfindungsgemiiBe Verfahren zur HersteUung von chiralen Carbonsauren der aUge- 
mcinenFonnell 

(I), 

dadurch gekennzeichnct, daB man racemische Nitrile der aUgcmcincn Formel II 



45 R - 

R 



so 



Rli-CN (II) 
K 

in Ucgenwort einer Aminosauicscqucnz, die codiert wird durch eine Nukldnsaurtsequcnz ausgewahlt aus der Qiuppt 

a) cincr Nuklcinstturcscqucni mit der in SEQ ID NO: 1 daigcstcllten Scqnenz, ^ 

b) MuWeinsSuresequenzen, die sich als ^gcbnijJ des defienerierten genetischen Codes von der in SEQ ID NO; 1 
(V) daTEestelltert Nukleinsauresequcnz ablcitcn. t ,r>^TT>vr>^ ^ 

c) Deri vate der in SEQ ID NO: 1 dargcstclllcn Nukleiosauresequenz, die fur Polypeptide mil der id SEQ ID NO: 2 
dikrgesieUten Aminosaurc5cqucn2en codieren und mindestens 80% Homologic auf AmiDOsaureebene aufweisen, 
ohne daB die enzymadschc Wrioing der Polypeptide wesentiich reduzacrt isL 

G5 oder eincm wachsrndeti, ruhenden Oder aufgeschlossenen Mikroorganismus, der entweder eine Nukleinsaurcscqueuz 
aus der oben genannten Gruppe odcr ein Nukleinsuurdconstmkt, das eine Nuklcinsiiurc aus der genannten Gruppc mit ci- 
ocm odcr mchrcrcn Rcgulalionssignakn vericnUpft, enthalt, umsetzt und wobci mindwtens 15 mmol NitrilTh pro mg Pro- 
tein oder 25 mmol Nitril/h pro g Trockeogewicht zu den chiralen Carbonsauren umga>et2t werden. 
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wobci die Substiwcnten und Variablcn in den Pormeln I und II folgende Bedeutung haben; 

° cin optisch akiives Centrum . . n 

R l R 2 . R 3 unabhUntfc vonemairicrWasscrstofY, subsdruicrtcs Oder mssubstiruicrtcs, verzwcigtcsoder unverzwcigtcs C x - 
Cii-Alkyl-. CrCto-AlkenyK subsuniieries oder unsubsntuiertcs Aryl-, Hetaryh OR oder NR\R und wobci die Reste 
Rl, R 2 und R? limner unterschiedlich sind> A1I ^ 
R 4 Wasscrstoff substitutes Oder unsubstituiertes, verzweigtes oder unvcrzweigtes Ci-Cio-Ai^yi-. CrMo-AiKcnyi-, 

R* Wasserstoff. subsutuiertes oder unsubstituicrtcs, verzweigtes oder unverzweigtes Ci-Cio-AlicyK LrUo-Aucenyi-, 
Axvl- oder HetaryK gelost, . . 

R l R 3 , R 1 bczcichnen in den Verbindungen der Formeln I und II imabbangig voneinander Wasscrsioll, subsutuiertes 
Oder uiisubsuiuicrtcs, verzweigtes oder uhvercweigtesCrQjr Alkyh Cz^io-AlkcnyK subsutuiertcs oder imsubstituicr- 
tcs Aryk HeiaryL, OR 4 oder NR*R 5 und wobci die Reste R [ , R 2 und R 3 immer unterschiodlicb smd. 

Als Alkylreste seien substituierte oder unsubstituicrte verzweigte oder unverzweigte C r C 10 -A11cyltetien wie bei- 
spielsweisc Methyl, Ethyl n-Ptopyl, 1-Methylethyl, n-Butyl 1-MclhylpropyK 2-Memylpropyl, 1,1-^ethylethyl. n- 
Pentyl. t-Mcthylbuiyl 2^Methylbutyl 3-MethylbutyL 2>Diinetbylpropyl 1-Eibylpropyl, n-Hexyl, l l-pimethylpio- 
pyU U-Dimethylpropyl, 1-Melhylpentyl, 2-Methylpentyl, 3-Methylpentyl, 4-Metbylpcntyl, lJ;«yN ! : \?™; 
mcibylbutyL l.VDimethylbutyL 2,2-DimethylbutyU 2,3-Dimctbyibuiyl, 3,3-Dimetbylbutyi, 1-Ethylbutyl, 2~Ethylburyl, 
1 h2-Triraeihylpropyl. U>Trimetbylpropyl> l-Etbyl-l-methylpropyl l-Etoyl-2-metbylpropyl n-Heptyl n-Octyl, n~ 
Nonyl Oder n-Decvl genannt. Bevorzugt sind Methyl Ethyl n-Propyl o-Buryl i-Propyi oder i-ButyL 

Als Aikenylreste seien verzweigte oder unverzweigte C 2 -C lcr A3keoylketien wie beispielsweisc Ethcnyl Propenyl l- 
Butcnyl, 2-Buter.yl, 3*Butenyl 2-Memylpropenyl 1-Pentenyl 2-Pcntcrtyl 3-Pente^^ 

2-Methyl-l*butenyl, 3-MethyM-butcnyl l-Mcthyl-2-butcnyl 2^Melhyl-2-btrtenyl, 3-Methyl-2-butcnyl l-Mclhyl-3- 
buicnyl. 2-McthykVbutenyl, 3-Methyl-3-butenyl l,l-Dimethyl-2-propenyl U-Bimethyl-l-propenyl l>pim^iyl-2- 
propcriyll«filhyH-propenyl f l-Ethyl-2-propenyl, 1-Hexenyl, 2-Hexenyl 3-Hexenyl,4-Hexenyl 5-Hexenyl 1-Methyl- 

1- pemenyl 2-Mclhyl-l-pentenyL 3-Methyl-l-pentenyl ^Metbyl-l-pentenyl l-Methyl-2-pcntenyl 2-Methyi^penie- 
nyU 3-Meihyl-2-pentcnyl 4^Methyl-2-penlenyl l-Mclhyl-3-penlenyl 2-Methyl-3-pemcnyl 3-Mclhyl-3-pcnlcnyl 4- 
Mediyl-3-pcntenyl l-Mcthvl-4-pcntcnyl ^Mcthyl-4-pcntcnyl 3-Mcthyl-4-pcntcoyl 4-Mcthyl-4-pcntcnyU U-:Dirnc- 
ihylributenyU U.Dimethyl-3-butenyl 1,2-Dimethyl-l-butenyl l,2-Dimcthyl-2-butcnyl, U-Dirnetbyl-3-butenyl, 13- 
Dimcihyl-l-butcnyl. L3-Dimetbvl-2-butenvl, U-DimetbyL-3-butenyL, 2,2.Dimcthyl-3-bulcnyl, 2J-Dimethyhl-bute- 
nyU 2J-Diinethyl-2-butenyl, 23-DimethyU3-butenyl, 33-Dimctbyl-l-butcnyl 33-Dimelbyl-2-butenyl 1-Ethyl-l-bu- 
tcnyl 3*Elhyl-2-butenyU l-Ethy)-3-butenyl, 2-Ethyl-l-butenyl, 2-Ethyl-2-butcnyl # 2-Ethyl-3-butenyL l.U-Himethyl- 

2- propenyl. 1 -Ethyl- l-methyU2,propenyU l-Ethyl-2-meihyl-l-propenyl, l.Eihyl-2-m<:lbyl-2-propenyl, 1-Heptenyl, 2- 
Hcptcnyl. 34-kptenyi 4-HeptenyL 5-Heptenyl, 6-HeptenyU 1-Octenyl, 2-Octcnyl 3-Oclcnyl, 4-0ctenyL 5-OctenyU 6- 
OcicnyL, 7-Octenyl> Noncnyl oder Dckcnyl gcnannL Bevorzugt sind Ethcnyl, Propcnyl, Butcnyl oder Penlenyl. 

Als Aryl- scicn eubstituiertes und unsubstituiertes Arylreste, die 6 bis 20 Kohlenstoffaiome im Ring oder Ringsyslctn 
cnthaltcn gcnannL Dabei kann es sicb um aneinander kondensierte arornatische Ringe handeln oder urn aromaiisdae 
Ringc. die Uber Alkyl-, Alkylcarbonyl-, Alkcnyl- oder Alkcnylcarbonylkcttea CarbonyL Sauerstoff oder Sdckstoff ver- 
brtckl »nd. Die Arylrcste kbnncn gegebencnfalla noch uber cine Ci-Cio-Alkyl-, C3-C r Alkenyl-, Q-C^ Alkinyl- oder 
C3°CtrCycloalkylkette an das Grundgcriist gebunden sein* Bevorzugt sind Phenyl oder Naphtyl. 

Ais Hctaryl- seien subsuiuicrtc oder unsubsdtuicrtc, cinfachc oder kondensierte aromatische Ringsysteme mjt eioem 
Oder mehreren heteroaromariscben 3- bis 7gliedrigen Ringen, die ein oder mehrerc Hctcroaiomc wic N, O Oder 5 enthal- 
wn kOnncn und gcgebcncnfalls uber cine Q-Cio- AlkyK C r Cg- Alkenyl- oder C 3 -<:B*CycloalkyIkeac an das Grundgcriist 
gebunden scin k5nnen, genannt. Beispiele fDr derartige Hetarylresie sind Pyrazol, Imidazol, Oxazol, Isooxazol, ThiazoL 
Triazol. Pyridin, Chinolin, Isochinoan, Acridin, Pyrimidin, Pyridazin, Pyrazin, Phenazin, Purin oder Pteridin. Die Hcta- 
rylrosic konncn Uber die Heteroatome Oder Uber die vcrschiedencn KoblenstorTatome im Ring oder Ringsystem oder 
Qbcr die Subsb tuenten an das Grundgerust gebunden sein. Bevorzugt sind Pyridin, Imidazol, Pyrimidin, Purin, Pyrazin 
oder Chinolin, ■ 

Als SubsliLucntcn der genannten Reste von R l , R 2 oder R 3 kommen beispielsweisc cin oder mehrere Subsdtuenten wie 
Halogen wie Fluor, Chior oderBrom, Thio, Nitro, Amino, Hydroxy, AlkyL Alkoxy, Alkenyl, Alkcnyloxy, Alkinyl oder 
wciierc aromatischen oder weiiere gesiittigte Oder ungesUOigtc oicht aromatische Ringen oder Ringsystemen in Fragc- 
Bevorzugt sind Alkylrestc wic Ct-Q-Alkyl wic Methyl, Ethyl, Propyl odor Butyl, Aryl wic Phenyl, Halogen wie Chlor, 
Fluor oder Brom, Hydroxy oder Amino. 

R 4 bezekbnet in den Restcn OR 4 oder NR 4 R 5 Wasserstoff . substituiertes oder unsubstituiertes, verzweigtes oder un- 
verzwcigics Ci-C lfl -Alkyl-, CrCio-AJkenyK CrCLo-Alkylcarbonyl.-, Ca-Cio-Alkenylcarbonyl-, Aryl-, Arylcarbonyl-, 
Hetaryl-oderHetarylcarbonyl. 

Als Alkylreste seien substitnierte Oder unsubstituierte verzweigte oder unver2weigte Ct-Cio-Alkylietten wie bei- 
spielsweisc Methyl, Ethyl n-Propyl. 1-Meihyleihyl, n-Butyl, 1-Mcthylpropyl-, 2-Mcthylpropyl, 1,1-Diincihylcibyl, n- 
PcniyL 1-Mcthylbutyl t 2-MelbylbutyI, 3-McthylbutyU 2,2-Dimethylpropyl, 1-Ethylpropyl, n-IIcxyU 1,1-Dimcthylpro 
pyU 1.2-Dimethylpropyl 1-Methylpentyl, 2-MethylpentyL 3-Mcthylpcntyl. 4^Methylpentyl, 1,1-DimcthylbuLyl, U-Oi- 
methylhutyl, 1 >T)i methyl butyl, 2,2-Dimethylhutyl, 2,3-Dimcrhylbulyl. 3. 3-t)iiticthylbutyl, 1-Ethylbutyl, 2-Krhylbutyl, 
1,3 JoTrimethytpropyl, 1,2,2-IVimethylpcopyi, 1-Ethyl-l-mcthylpropyL l-Ethyl-2-mcthylpropyL n-Heplyl. n-Octyl, n- 
Nonyl oder n-Decyl gcnannL Bevorzugt sind Methyl, Ethyl, n-PropyC n-Butyl, i-Propyl oder i-ButyL 

Als Alkcnybeste seien verzweigte oder unverzweigte C 2 -Ciir Alkenylketten wie beispielsweise Ethenyl Propeoyl 1- 
Butenyl,2-Butcnyl, 3-Butcnyi, 2.Mcthylpropenyl, 1-Pentenyl # 2-Pentenyl, 3-PentenyU 4-Pentenyl, 1-Methyl-l-butenyU 
2-McihyM-butcnyl, 3-Mcihyl-l-butcnyl l-Methyl-2-butenyl, 2-Methyl-2-butenyl, 3-Methyl-2^butenyl, 1 -Methyl -3- 
butcnyl 2-MctbyJ-3-butenyl f 3-Mcthyl-3-butenyl, l,l-Dimc4hyl-2-propcnyl, 1^-DirnctbyM-propcnyl, l,2-DimcthyV2- 
propcayL UEthyl-l-propcnyl l-Ethyl-2-propenyl, 1-Hexenyl, 2-Hexenyl, 3-Hexenyl, ^HexenyU 5-Hexenyl, 1-Methyl- 
1-pcntenyL 2-McthyH-nentcnyL 3-McthyH-pentenyl, 4-MethyH-pentenyU )-Methyl-2-pen"^y'» 2-Methyl-2-penie- 
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nyl 3-Mclhyl-2-pentenyl 4-Methyl-2-pentenyl l-Methyl-3-pcntcnyl 2-Methyl-3-pentenyl, 3-Memyl-3-pcntcnyl 4- 
Metbyl-3-pcntenyl l-Methyl-4-penienyl, 2-Memyl-4-pentenyl 3-Mcthyl-4*pentenyl 4-Methyl-4-pentenyl U-Dimc- 
tJryl-2-bulcnyl l,W*rnethyi-3-butenyl 1,2-Dimclhyl-l-butcnyl, l,2-Dimcthyl-2-buU*yl l>Dimethyl-3-butcnyl 1,3- 
Dimcihyl-3-butonyl l,3-Ditncihyl-2-butcnyl, l,34*methyl-3-butenyl 2,2-Diiiiethyl-3-butcnyl 2,3-Dimerhyl-l-bute- 
nyl 2,3-Dimcibyl-2-butenyl, 2.3-Dimethyl-3-butenyl 3,3-Dimethyi-l-butfinyl 3, 3-Dinielhyl-2-butenyl l-Ethyl-l-bu- 
tcnyl l-Ethyl-2-butenyl l-Ethyl-3-butenyl 2-EtbyM-bulcnyl 2-Ethyl-2-buteoyl 2-Ethy1-3-butenyl 1,1,2-Trinicthyl- 
">-propeoyl l.Elhyl-l-methyl-2-propenyU l-Eihyl-2-methyl-l-propcnyl, l-Ethyl-2^methyl-2-propenyl 1-Heptenyl 2- 
Hcptcnyl, 3-Hcpumyl 4~Heptenyl 5-Heptenyl 6-Heptenyl 1-Octeoyl, 2-Octenyl 3-Ocknyl 4-0ctenyl 5-OctenyL £ 
Octenyl 7-Octcnyl Noncnyl odcr Dekcnyl genannt. Bevorzugt sind Ethenyl Ptopenyl Butenyl odcr PentenyL 

Als Alkylcarbonylreste seien subsritirierte oder unsubstiuiicrtc vcrzwcigie oder unverzweigte CrCiorAlkylcarbonyl- 
kdtcn wic bcispielsweise Methylcarbonyl Euiylcarbonyl n-Propykaibonyl 1-Mclhylclhylcarbonyl, n-Butykarbonyl 

1- Mcmylpropykarbonyk 2-Mctbylpropylcarbonyl, U.-Dimemylemylcarbonyl n-Pentykarbonyl 1-Mcthylbutykar- 
bonyl 2-Mcthylbutylcarbonyl 3-Meihylbuiykarbonyl, 2.2-T)imethylpropylcarhonyl, 1-Eihylpropylcarbonyl, n-Hcxyl- 
carbonyl, U-Dwicmylpropykarbonyl l f 2^Dimcthylpropylcarbonyl. 1-Melbylpentylcarbonyl, 2-Memylpentykarbo- 
nyl f 3-Mcthylpcntylwrbonyl,4-Methylpentylcarbonyl, l^Dimcthylbutylcarbonyl 1^-DimethylbutyLcarbonyl, 13-Di- 
motbylbutylcarbonyU Z2-Dimethylbutylcaibonyl ? 2,3-Dimeihylbutylcarbonyl, 3,3-Dimcthylbutylcarbonyl 1-Ethylbu- 
tykarbonyl 2-Elhylbulylcarbonyl 1,1,2-Trmiemylpropylcarbonyl 1,2^-Ttimetbylpropylcarbonyl, 1 -Ethyl- 1-methyl- 
propylcarbonyL VEthyl-2-mcihylpmpylcarbonyl,'D-Hcpiylcarbociyl, n-Ocrylcarbonyl n-Nonylcarbonyl oder n-Decyt- 
carbonyl gcnannL Bevorzugt siiid Methylcarbonyl Ethylcarbonyl n-Propykarbonyl n-Butykarbouyl i-Propylcarbonyl 
odcr i-Buiykarbonyl. 

Als Alkenylcarbonylicstc scicn vcrzwcigtc odcr unvcrzwcigte CrCio-Alkenylcajtonylketten wie beispieisweise 
Ethenylcarbonyl PropcnylcarbonyL 1-Bulcnykarbonyl 2-Butenylcarbonyl 3-Buterjyicarbonyl MSdethylpropenylcar- 
bonyl VPentenylcarbonyl 2-Peniraylcarbonyl, 3-Pentenykarbonyl 4-Pcnlcnylcarbonyl 1 -Methyl- 1-butenylcarbooyU 

2- Meihyi-l-butenyLcarbonyl 3-Mcmyl-l-butenylcarbonyl l-Mcthyl-2-bulcnylcarbpnyl, 2-Methyl-^butenykarbonyl 

3- Mcihyl-2-butcnylcarbonyU l-Methyl-3-butenyl carbonyl 2rMethyl-3-butenylcarbonyl 1 3-Mcthyl-3-bulcnylcarbonyl, 
l f l-DiiTicthyl.2«propcnylcarbonyU l>Dimethyl-l-propenykarbonyl l^Diinelhyl^-propcnylcarbonyl, 1-ELhyl-l- 
propcnylcarbonyl, l-Ethyl-2-propcnylcarbonyl, 1-Hcxcnykarbonyl, 2*Hcxcnylcarix>nyl 3-Hcxcriykarbonyl 4-Hcxcn- 
yicarbonyl 5-Hcxcnyk«rbOtiyl 1-MelhyH-pcnlcnylcaibonyU 2-Metoyl-Vpentenylcarbonyl >Methyl-l-pentenykar- 
bonyl 4-Mcthyl-l-pcotcnylcarbonyl l-Nkmyl-2-pcutcnylcarbonyl 2-Mclhyl-2-pcnlcnylcarbonyl, 3-Methyl-2-penten- 
ylcarbonyl 4-Mcthyi-2-pcntcnylcarbonyl l-Mcthyl-3-pcntcnylcarbonyl 2-McQiyl-3-pcatenylcarbonyl 3-Methyl-3- 
pcntcnylcwbonyl, 4-Methyl-3-pentcnylcarbonyl l-Methyl-4-rxmtenylcarbonyl 2-Mclhyl-4-pcntcnykarbonyl, 3-Me- 
thyt-4-pcntcnykarbonyl 4-Memyl-4-pentenylcarbonyl l t l -Dimelhyl-2-butcnylcaibonyl l,l-Dimcthyl-3-butenykar- 
bonyl 1 ,2-Di methyl- 1 -buteny Icarbonyl ) t 2-3>iniethyl-2-butenylcarbonyl l>Dimethylr3-butenykarbonyl 1,3-Dimc- 
thyl-1-butenylcarbonvl, l t 3-DimcthyU2-buteiiylcarbonyl, l>DinietJiyl-3-butenylcarbonyl 2,2-Dimcthyl~3-butcnylcar- 
bonyl 23-Dimclhyl-l-buicnylcfli:bonyl 2,3-Dimctbyl-2-bulcuylcarbODyU 2,3-DimeuiykVbuteoykarixMiyl 3>Dime- 
thyl-l-bulcnylcarbonyU 3>I>jmethyl-2-bui<wylCAdxmyl 1-Eihyl-l-butcnylcarbooyl l-Ethyl-2-bute*y Icarbonyl, 1- 
Etbyl-3-butcnykarbonyL 2-Ethyl-l-butcaykarbonyL2-Elhyl-2-butcnylcarbonyl 2-Elhyl-3-butcnykarborjyL 1,1^-ln- 
mcthyl-2-propcnykarbodyl, l-Etbyl-l-methyl-2-propcnykarbonyl, l-Elhyl-2-nicaiyl-l-propenylcarboDyl. l-Ethyl-2- 
mclhyl-2^propcnykarbonyL l-Hepteaykarbonyl 2-Hcptcnykarbonyl 3-Hcptcnykarbonyl, 4-Hcptccylcarbonyl, 5- 
HcpicnylcarbonyU 6-HepteoylcarbooyU 1-OctenykarbODyU 2-Ocicnylcaibonyl 3-Octcnykarbonyl, 4-Octenylcarbonyl 
5-Octcnylcarbonyl 6-OctcnykarbOnyl 7<)ctcTiylcarbonyl,NonenylcarbonyI odcrDdo:iiylcarbonylgcnarmLBcvorzugt 
sind Etbcnylcarbonyl Propcnykarbonyl Butcnykarbonyl oder Pcnteuykarbonyl, 

Als Aryl- seien substituiertes und unsubstituiertes Arylre«te, die 6 bis 20 Kohlenstoffaiome im Ring oder Rtngsystem 
cQtholten gcnannt Dabei kann es sich um aneinander kondensierte aromatiscbe Ringe handeln odef um aromarische 
JUnge. die liber Alkyl-, Alkylcarbooyl-, Alkcnyl- odcr Alkcnykarbonylkcttcn, Carbonyl Saucrstoff odcr SlickstoIF vcr- 
brflckt and. Die Arylreste k6nnen gegebcncnfalls noch ubcr cine Cx-Cio- Alkyl-, Cr^irAlkcnyl-, CyOAlkinyl- odcr 
Cj-Cs-Cycloalkylkctlc an das Grundgcriist gebunden sein, Bevorzugt sind Phenyl oder Naphtyl. 

Als Arylcarbonyl" scicn subsliluicrlcs und unsubstituiertes Arylcarbonylreste, die 6 bis 20 Kohlenstoffatome im Ring 
odcr Ringsystem entbalten genannt. Dabei kann es sich um aneinander kondensierte aromatische Ringe bandelD oder um 
arotnatbehc Ringc» die fiber Alkyl-, Alkylcarbonyl-, Alkenyl- oder Alkenylcarbonylkeaen, Carbonyl Sauerstoff odcr 
Srickstoff verbrOclct sind. Bevorzugt sind Phenylcmbonyl odcr NaphthylcarbonyL 

Ab HctaryU seien subsaatuierte oder unsubstituicrtc, cinfachc odcr kondensicrte arornatischc Ringsyslcmc mit cinern 
oder rachrcren heicroaromatischen 3- bis 7gliedrigen Rjngen, die eio oder mehrere Heteroatome wie N, 0 oder S entbal- 
ten kflnncn und gegebenenralls fiber eine Q-CVAlkyh C 3 -C8-Alkenyl- oder Q-CrCycloalkylkette an das Grundgerfist 
gebunden sein kOnnen, genannt. Beispiek ffir derartigc Hctarylrcsk sindPyrazol Imida^ol Oxazol Isooxaicol Ttnazol 
T riazol Pyridin, Ulinolin. IsOChinolin, Acridia Pyriinidin, Pyridarin # Pyrazin, Phenazin, Purin oder Pteridin. Die Hcta- 
rylresic kOnncn fiber die Heteroatome oder liber die verschiedenen Koblenstoffatome im Ring Oder Rmgsystem oder 
Qbcx die Substituenten an das GrundgerUst gebunden sein. Unlcr Iletarylcarbonylrcslcn sind hctcroaromauschc Rc$tc zu 
verstchen. die Ubcr cincn Carbonyke$t an das Grundgerust gebunden sind. Bevorzugt sind Pyridin, Imidazol Pyrimidin, 
Purin, Py win oder OiJnolin. 

Als Substituenten der genannten Restc von R 4 konuncn bcispklsweise ein oder mchrcrc Substituenten wic Halogen 
wie Fluor, Chlor oder Brom, Thio, Nitro, Amino. Hydroxy, Alkyl Alkoxy, Alkcnyl Alkcnyloxy, Alkinyl odcr wcilcrc 
aromatischen oder weitere gesSttigte odcr ungcsliLugtc nicht aromatische Ringcn oderRingsysteraen in Frage. Bevorzugt 
sind AUcylreste wie Ci-C«-Alkyl wie Methyl Ethyl Propyl odcr Butyl Halogen wic Chlor, Fluor odcr Brom, Hydroxy 
odcr Amino, 

Bevorzugt ist filr den Rest R* Wasserstoff . 

R 5 bezcichnet im Rest NR 4 R 5 Wassersioff, substituiertes odcr unsubstituiertes, verzweigtes odcr unvcrzweigtes C r 
C lo-Alkyl-, CrCio-Alkenyl-, Aryl- oder Hetaryl-, wobci die Alkyl-, Alkcnyl-, Aryl- und Hciarylrcstc die oben genannte 
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Bedcutung haben. Bevorzugt ist ^^St^ S^U-nw wi e Halogen 

Als Substituenien dcr genanntcn Reste von R koinmen ^Ff^ 1 " "° Alkcnvloxv, Alkinyl odet weitcrc 
JSZ*. Chlor oder Brom, Thio. Nino, ^^^^CSS'. Bevorzugt 

Brom, Hydroxy odcr Amino. ^ 4 , _< wr>r , ^-r-.™ ^htfituiertcn oder unsubstiiu- 

Das crfindungsgemaBe Verfahrcn wird vonciin^^i cmc^ pn entsprechen- 

„ ^sr^Ji^o^^ Vcrfahren n5 V 

den Aldcbyds odcr KcLoas und u.ui ms iuww, -w »^u»aui* u=u f .^ n a i- Hen ancerebenen Blausaureanteikn. 
tJboaehuB » Blausaure durchgeftihrL Dies fuhrt i^^-^gg^^^^SSSS^^Bm Mengen an 
Je nach Nilril kfinnen unicrschiedlichc Mengen an Kuril in der Reakuon v^^™??"; " 1 » * d ta 
NiuJwcrden vor^lhaft bei Nitrilen (Cyanhydrir.) te£j£ZZ£^*«^ 
gewicht mitden bis 

gSc^ScS keinc I^ungsLudcigenschaftcn haben od«r Nitrilen.«to, «ch nur ui £^SSHSS^ 
SU Medium losen, konnen vorteilhaft auch grbBcre als 6c oben angegctenen Mengen wertoL zar ^ 

hSbZd^lEzcs undder Ausbeute wild die Reaktion vortdlhatowMSe unto ^^^^SvlSSSL 
Sen £ d^chgcfUhrt Da, Produkt kann nach Ende der Reakdon isoliert werden oder abcr in emem Bypass kont, 

S« d« Niuils umsazt, uotzdem zu 100% Ausbeutc in der Theonczu komraco. ™* 
nSuefcn wild. Bei alien andeten Nitrilen wird das enzymatisch nichl umgesetzte Nittd (= ^^ i J 3 ™ c ™f 
ubcr eine chemiscbe Reakdon raccmisiert und dem Verfahrcn wieder zugefdha , um e»ON» 
SSSK 100% cmachen «. konnen, verworfen odcr aufge-einigl und chemisch unttrErhaltdcs Sn» 

^rSSngsgemSBc Verfahrcn wird vorteilhaft bei ciner Temperatur zwtschen VC bis 80*C, bevorzugt zwischen 
lO»Cbis60*C besonde«bevorzugUwischeol5 o Cbis50Tdurchgcfuhrt. 

UnSSuwhoNilrikDiin erfmdungsgemiiBen V^abreusindNimlczu verstehen.dic aus e.nem50 : SOG^h 
da SSSKoSae Oder aus cincmbenebigen andcren Gemisch mil cinet Anreicbcrung ones dcr bcKlen Euanbo- 

" UnS cwS^Staurec sind im ofirrfiungsganafien ^^1^= I^SSTSSSS 
zciRcn Bevorzugt wcrden im Verfahren Enanuomerenreinhcten von mindcsiens 90%ec, bevorzugt von nun. 95%ee, be 
sondcts bevorzugt von min,98%cc, ganz besonders bevorzugl mia. 99%cc «™ttL 

Dos crfindungsgeinuBc Verfahren ermoglicht die Umsetzung ciner groBen VicfeaM von raccimschen Nhnta _zu den 
cicSL. Im Verfahren lass^n sich mindestens 25 mmol NitrilA x mg Protein odcr m.ndastens 25 mmol 
rSxvSckengewicbt dcr Mikrcorganismcn umseoen. bevorzugl mindestens 30 mmo MmUb x mg Pro£n odcr 
mindcsiens 30 mmol Nitrfl/h x g Trockengewichu besonders bevorzugt nundestens40 mmolNitnUb x mg Ptotem oder 
mindcjtcns 40 mmol Nitriyh x g Tiockeugewicht, ganz besonders bevorzugt mmdestens 50 mmol Nitnl/h x mg Protein 
Oder mindcsiens 50 mmol Ninil/hxgTrockengewicht 

FUr das ernndungs X emaBe Verfahrcn konnen wacbsende Zellcn vcrwendet werden, die die erfindungsgcmaBen Nukic- 
instluren Nukbinslurekonstwkte odcr \fcktoren enthalten. Auch ruhende Oder aufgcschlosseoe ZeUcn konnen verwen- 
det werden. tnter aufgeschlosscnen Zellen sind beispiclsweise Zellen zu vcrstchen, die uber ^^^ r" 1 ^ 
spielswcise Losungsmitteln durchlBssig gemaebt worden sind. Oder Zellen die ub* etne Enzymbebandlung, ubcr cine 
rnechanische Bchsmdlung (t B. French Press Oder UlttaschaE) oder Uber eine sonsdgc Methode aufgebrochen wurden. 
Die so erhaltcncn Rohextrakte sind fur das erfindungsgemaBe Verfahrcn vorteilhaft gceignet. Auch gereimgic Oder ange- 
rcinigte Enzyme konnen fur das Verfahren verwcndel werden. Ebenfalls gedgnet sind immobibsiene Mikroorgamsmen 
odcrHnzyme, die vorteilhaft inder Reakdon Anwcndung findeo konnen. 

Die im crflndungsgemafien Verfahren hergestcUten chiralen Carbonsauren lassen sich vorteilhaft aus dcr waBngen Be- 
aktionslosung ubcr Bwraktion odcr KristallisaliOD Oder fiber Betraktion und Kiwtallisation gewinncu. ILcrzu Wirt die 
wilBrige Reaktiouslosuug nut ciner Silure wie einer Mineral^ (z. B. HQ odcr H^O.) oder ciucr <^.«teu Saurc 
ancesSuert vorteilhaft aufpH-Werte unter 2 und anschlicBcnd miteinem organischen TA-arngsmutlel rttrahiert. ijic nx- 
U^don kann zurErhdhung dcr Ausbeute mehrfach wicdcrholt werden. Als cuganischeLOsungsnuitcl kOnnen pnnzipicU 
aUc Lesungsmittel vcrwendet werden. die mil Wasscr gegebenenfalU nach Zugabc von Salzen cmcPhaseDgrenzezcigcu. 
Vortcilhafte Losungsmiitcl sind LOsungsmiuel wic Tbluol, Benzol. Hexan, Mcthylierttarbutylethcr odcr Essigestet 

Nach Einengen dcr organischen Phase konnen die Produkte in derRcgcl in guten chemischcn Reinheitovdas hciBl 
aroBer 90% chemisebe Reinheit. gewonnen werden. Nacb Ezirakiion kann die oojanischc Phase mit dem Produkt aber 
nueh our zum Tcil cingecngt wewlen und das Produkt nuskristallisiert werden. Dazu wtfd die Ldsung vorteilhaft auf erne 
Temperatur von 0°C bis 10*C abgekaihlt. Die Krisudlisation kann auch dirckt aus der organischen Uisung erfolgcn. Das 
auskristauisicneProdukt kann nochinals in im gkichen oder in eincm anderen Lasungsmittel zur emeuten Knstallisaiion 
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Die chimlen Obonsfiuren kbnnen jedoch aueb ^ekt nach Ansiuc^ J^t toe aut e P ^ & _ 

u««2au S <lerwaBri r Rca» 

Bender KristalUsauon. t^uia des erfindungsgemafien Verfahrens io Ausbeuwn 

Bei diescn bevorzugtcn AufarbeitungsarteD lSBt ach bc20 _ c0 auf dasfUrdieRcaktion 

von 60 bis 100%. bevorzugt von 80 bis 100%, besondcrs bevorzugt von 90 bis 100% i eczogec ' K-vorzuet 
X^te WtrU isolieren ^ 

>XiS,SSSSgt von >98% aus. Weitorhin haten die TVodukl eine hoh^annomerenrctnhe.t, dtedurthd.e 
^ieSC S'als Ausgang— fDr organic Syn^sen w He.tellung von Pha, 

tivitik codieru ausgcwablt aus dcr Gmppe: 

a) eincr Nukleinsaurcscqucnz mit der in SEQ ID NO: 1 dargcstellten Sequenz, 

b) Nukleiasaurcsequen^ die sich als Ergebnis des degenericrted gerteuschen Codes von der in SEQ ID NO. 1 
dargesteUten Nukleinsaurcscqucnz ableiten, ^ . , a . Jn o Fn jd N <> ? 

c) Dcrivate der in SEQ ID NO: 1 dargestelta Nukltmsfiuresequenz die * r 

dargcstellten Annnosfiuresequenzcn codieren und mindestens 95% Homologie auf Anunosaurccbene aurweiscn, 
ohne daB die enzymatische V/irtaing dcr Polypeptide wescntlich reduzicrt ist, 

Unter Homologe dcr crfndungsgcmaBcn Nuldeinsaure^qucnz mil dcr Sequenz SEQ ID NO:l 
AlSv^S zu^ctstehen, die listens 95% Homologie auf der abgciciteten Ammc«aareebeiie, bevoOT^mmaV 
^ Homologie. ganz besonders bevorzugt minders 98% Homologie Uber den gesamten ' *J 

vSin, ObC ^SSSSSL der Sequenzcn kU die Homologico vo^ilhaft hoher liegen. Die VOJ I SEQ ID NO a *- 
JS^no^uieicqiicia ist SEQ ID NO: 2 zu entnehrnen, Allclvarianten umfasset nnsbesondere ^nknonclle Va- 
S^£SSSSS^ Insertion odcr Substitution von Nukleotiden aus dcr in SEQ ID NO: 1 dargestellten Sequenz 
3E £t£ die enzymatiscne Akdvual der abgeleiteten syntneiisierten Protcine 

SSer Gene in einen Organismus jedocb crbaltca rocht wesendieh rcduziert sein soUle. Die Erfmdnng betofft damit 
die dJh die oben dargestellU Grupp* von ^ 
Wilhafibeunfft dieErfindung Ami^ure^equenzcn, die dnrch die Sequenz S^ ID NO; 1 „ 

WeiterMn sind unter Homologe der SEQ ID NO: 1 beispielsweise pilzlichc Oder bafcenellc Homologe vetock- 
quenzen. Enzelsuang-DNA Oder RNA der codicrenden und niehtcodierenden DNA-Sequcnz zu vetstehen. Hbmologe 
dcr SEQ H> NO: 1 besitzen auf DNA-Ebene eine Homologie von mindestens 60%. bevormgt von mindestens 70%, bo- 
soDdew bevorzugt von mindestens 80%, ganz besondcrs bevotzugt von mindestens 90% uber den gesamten in SEQ ID 
NO* 1 aneeBebenen BNA-Bercich. t . 

AuCerdcm sind unter Homologe dcr SEQ ID NO: IDerivate wiebei^elsweisePiomotorvan^ 
Promotoren, die den angegebenen NiiUeotidacquen?.*. vorgeschalten sind, konnen durch em odcr mebrere Nuklcotid- 
SSduxcb wton(en) ur^oderDc&en) verfindert sein, ohne dafi aber die Funknonabtat bzw. Wixksarnkcit 
dcr Promotoren beeintrachugt sind. Des weiteren konnen die Promotoren durch Vcranderung ihrer Sequenz in ihrer 
WirfcamkeU erboht odcr kompiett durcb wirksamcrc Promotoren auch artfremder Orgamsmen ausgetauscht weixJen 

Unter Derivaten sind auch Varianten zu verstehen, deren Nuklcoddsequeur, im Bercich von -1 bis -200 vor dem itort- 
kodon Oder 0 bis 1000 Bascnpaare nach dero Stopkodon so vcrandert wurden, daB die Genexpression und/odcr die Pro- 
tdDwpre^sionverlmo^ri;bcvoiZugLcrho1itwird. 

Vbrtcilhafl iUCt sich die SEQ ID NO: 1 odcr seine Homologen aus Baktenen, bevorzugt aus gram-ncgaUven JJaktenen, 
besondcrs bevorzugt aus Baklerien der Gaming Alcaligencs, ganz besonders bevorzugt aus Baktenen der Gattung und 
Art Alcaligenes faecalis uber dem Frchmann bekannte Methoden isolicrcn. b 

SEQ ID Not 1 Oder seine Homologen oder leilc dicser Sequenzen lassen sich beispielsweise mn ubbchen Hybndisie- 
runcsverfabrcn odcr der PCR-Technik aus andercn Pilzen Oder Baktenen isoUeren. Diese DNA-Sequenzen hybndisieren 
umcr Stondiirdbedingimgcn mit deo ertlndungsgemaBen Sequenzen. Zur Hybridisierung werden vorteilhaft kurze OUgo- 
nukleotide der konscrvicrtcn Bereiche beispielsweise aus dem aktiven Zentrum, die uber Verglcdehe mit anderen Nimla- 
scn odcr Nitrilhydratasen in dem Fachinann bckannter Wise ermittelt werden konnen. verwendeL Es konnen aber auch 
l&ngcrc Fragmente der er^ndungsgcmaBcn NuklcinsUurcn Oder die voUstandigcn Sequenzen fllr die Ilybndisicrung ver- 
wendet werden. Je nach der verwendeten Nukleinsaure OHgonuklcotid, liuigeres Fragment odcr vollstfindige Sequenz 
Oder je nachdem wclche Nukletnsilureart DNA odcr RNA fur die Hybridisierung verwendd werden, vameren diesc 
Sunctordbedingungca So Uegen beispielsweise die Scmnclztcmjxraluren fUr DNA : DNA-Hybndc ca 1(TC mednger 
als die von DNA : RNA-Hybriden gleicher Lange. . . . 

Unter Standardbcdingumzen sind beispielsweise je nach Nukleinsaure Temperaturen zwischen 42 und 58 C in einer 
wHBrigen Puffcri6sung mit einer Konzentration zwischen 0.1 bis 5 x SSC (1 x SSC = 0,15 M NaCl, 15 mM Natriumci- 
irat, pH 7^) odcr zusatzlich in Gegenwart von 50% Formamid wie beispielsweise 42°C in 5 x SSC, 50% Formamid zu 
vcrstehen. \brtcilhaf terweise Hegen die Hybndisicmngsbedingungcn fur .DNA : DNA-Hybridc bei 0.1 x SSC und Tem- 
peraturen zwischen ctwa 20»C bis 45°C bevorzugt zwischen ctwa 30°C bis 45°C. Fur DNA : RNA-Hybride liegen die 
Hybridisicrungsbcdingungen vorteilhaft bei 0.1 x SSC und Tbmpcraturen zwischen etwa 30°C bis 55°C!. bevorzugt zwi- 
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IRI. l^rcsj* a( Oxford University Press, OxfottL Wh!1(l(-1Ifll c^ CTlt «EO ID No 1 und seine Homo- 

an ilh. Muk.orcn oder Rcpressoren binden und so die , ^^^^^SS^SmM^e^ noch 15 

vorhanden «i. un. Sgebaut sein. das baft, 

die w.m"«> .Icr t icnc crhohl wurde. Das NuiaemsaurcKonMro« sauu Homolocen inseriert und der 

S£Ttod S !«^ta *n £w»iri«» Promotoren amy und SP02. in den Hefe- otoWzpromoloren ADC1. 
S i^iw "a tnii ™n-T m^S ADH to tfesem Zusammcnhang rind auch die Promotoren der Pyruvate- 
££^-5 2 Ntilloid^ '£i^SSS^ vorteilhal Es kAnnen auch cliche Promos 

spieUwciso cine, Pla.-m.id. cincn, Phagen oder sonsdgerDNA inscoerw das cine opumafe Ex 
SStfJchL Die* Vokloren siellen cine wciwre Ausgestaltomg der Erfindung dar Geeignctc > P^ndc syxl te*pie£ 
ermogucni. f «Y(MR4 oBR322. 0UCI8. pUC19. pKC30, pRcp4, pHSl. pHS2. pPLc236. pMBL24, 

233 rtS* 'S ^uJh £f pidoTn S^rcplomyls pUlOl. P K pU702 Oder pD361, to BxiUus 
SSllO So* fed! K»J4 in Coryncbactcrium pSA77 Oder pAJ667. in Pilzcn pALSl, P IL2 Oder pBB116, m Hefen 
<StP*£ S^^oSrpSniaM oderinPflanzen P LGV23,pGHlac-. P Bn>Jl9. P AK2004 oder gHM. 
DkgeE«mten Ptanride Lien einekleinc Auswahlder moglichenPlasmidedaL Weitere Plasmd* sind dem Faehrnann 

Now York-Oxford. 1985. ISBN 0 444 904018) enmommen werden. 

uncl/oder 5' Terminate regulatorische Sequent zur Steigcrung der Expression, die je nach ausgewahltem Winorganis- 
mus und Gen oder Gene fur eine optimale Expression ausgcwiihlt werden. _ 

SSuSschen Sequent, sollen d£gezielte Expression der Gene uadder P^i^xpression^e^bchcn. 
Dies kanr. beispielswcise jelach Wirtsorganismus bedeuten, daB das Gen erst nach Indukuon expnmiert oder ubercxpn- 
micn wird. oder d&B es sofort exprimiert und/odcr uberexprimiert wird. . , . 

Die regulatoriscben Sequenzcn bzw. FaWoren konnen dabei voizugsweise die (rencxpression der <*" e 
positiv beeinflussen unddadureh erhohen. So kanneine \ferstarkung derregdatonscben Elen^nto vorto.lhafterwe^ auf 
dTTrtOSkripdonsebene erfolgen, indem s.arke Transkripdonsrignale wie Promotoren und/oder -Enhancer yerw^d« 
werden. Daneben ist aber auch eine Versiarkung der Translation mogUch, indem beispielswcise die Stabmtat der mRNA 

V 1S iSercn Ausgestaltungsform des Vettors kann der das erflndungsgcmaBe NuWeitisaffldwnS^o^diea. 
HnduncsscniaBe Nukleinsaure enthalicndc Vektor auch vortcilhafterweise in l«oim oner hnearen DNA in die Mikroor- 
Bnnismcn eingettlhn werden und uber b^terologc oder homologe Recombination in das Genom des ^^amsmus .n- 
fcgrien werden. Dkse lincarc DNA kann aus cinem lincorisiertcn Vckior wie cincm Flasmid Oder nur aus dem NuUcft- 
s5uretonsmiki oder der Nukleinsaure bcsleheo. .„„,.,_,,. _ ,,,„,„, 

FOr cine ont.imale Expression hctcnaloger Gene in Organismcn ist. cs vorteilhaft die Nukleinsaiircscquen7*n ent^rc- 
chend des im Organismus verwendctcn spezifischen "codon usage" zu veitadno. Der "codon usage lSBt sich anhand 
von Compulerauswertungen andcicr, bckannter Gene des bctreffenden Oi^anismus lwcbt eiroittcln. 

Ais Wkisorgamsmen fur die eifindungsgemaSe Nukleinsaure Oder dem Nuklcinsaurekonsmikt kommcn pnnwpieU 
aUc prokaryontischen oder eukaryontischen Otganismcn in Frage. Vortcilhafterweise werden als Wirtsorganismen Ml- 
krooraanisfnen wie Baktcricn, Pilze Oder Hefen vcrweodet, Vorteilbaft werden gramposinvc oder gram-negative Bakie- 
ricn, bevor/.ugtBaktericn derFamilic Enlcrobactcriaceae oder Nocardiaceac.besonders bevoiro^BaktericnderGamm- 
gen Escherichia, Pseudomonas oder Rhodococcus vciwendet, Ganz besondcrs bevorzugt 1st die Gaoiing und Art Esche- 
richia coli. 
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Dcr Winsorganismus gcmSB der Erfindung enthtUt dabei voraugsweise ndndescens f^SSSSSSSSt 
r.mTder vod ihm svntheusiertcn Polypeptide ud<1 insbesondere der in dieser Erfindung bescbnebencn NuHemsaurcse 
2£n SfiSSS^odbTdie dieses Age*,, codierenden Gone, wobci dieses Agenz * ejner Mengc w- 
SZ die derGrundmenge des fctraehlete* Mikroo^ismus entspriehU £ * 

Sndee Gew sind «n Chromosom Oder in extrachron.oson.8len Element en wie rum Be«p,el Plasmiden cnlhalten. 

Bcispicle 

Beispiel 1 

Reinigung der Nitrilase aus Alcaligenes faccalb 1650 
1 . Hcrstcllung der Zellen 

Alcaligenes faccalis 1 650 wurde bci 30°C fUr die Bauer von 8 Slunden in Kultannedium A unirr SchOtteln kulnvicrt. 
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Kultunnedmm A 



Hcfwixaki Sg/l 

20 Pepion 3,5 gTl 

CH3CO1NH4 5gA 

KH2PO4 5fi/l 

MgSO, 0,2 gA 

FeS0 4 <VBgA 

13 Nad IgA 

Butyrooilril * 1 



Mil 200 ml dicscr Vorkuta* wurde cin 101-Fermenter mit 81 nischeni Medium A bcunpft .Der pH, die ^peratuc, 
dcr LuS und die Ruhrgeschwiudigkeit lagen bei 7 A 30*C 300 und 300 upm. Nach 22 ftL wurden 81 £ Nafc. 
7*umassc gewormen. Das entspricfat cincm Zelltrockengewicht von 3,8 g/l und eincr opuschen Dtchte be! 600 nm von 8. 

2. Besdnnnung der enzyroanschen Akn" vital gegentiber Manddonilril 

Dio Zelleo wurden wie in Beispiel 1 beschricben gewonnen und in 10 mM Na/K-Pnosr^uffcr, pH 7,2 zweimal go- 
waschen. 40 mg Zellttoclcengewicht wurden in 20 ml 10 mM Na/K-PbospatpuiFer. pH 6,8, rcsuspcudiert und dieReak^ 
lion dureh Zugabc von 83 mM Mandelonitril gcsuuleL Die Reaktion wurdc unter Schutteln bei 40°C ^durchgefUbjt 
Kinctik der F^ccmatspallung wurde dureh Probcncntnahme und anschUeBcndcr Zellabtiennung nut IMc der Hochlei- 
^nfisflUssifikeitschr^t^aphic (ODS Fypersil) vcrfolgt Dabei wurde Mandciorntru, ^zald^hyd, Mandcbaurea- 
40 mid und Mwidebaure bcsummL Die Ergebnbsc sind in Fig. 1 [Umsetzung von Mandelomtn! ; (= = Man&ba^miru) zu 
MandcbSure. Batch) dnrgcstcllL Die Bildungsgeschwindigkcii von Mandebanre bctragt 41.3 U/g ^Uirc^kengcwicbc 
bci cincm Umsatt von 30%, wobci 1 U definiert ist als 1 umol Mandcbaure, das pro Minute bci 40% gebildct wud. 

3. Bestimmuag dcr enzymatischen Selektivitat gegenttber Mandelonitril 

45 Die ZcUcn wurden wie in Beispiel 1 beschricben gewonnen und in 10 mM Na/^Ptospamuffer, pH 7,2 zweimal ge- 
waschen 40 mg ZcUtrockengewicht wurden in 20 ml 10 mM Na/K-Ptaospaipuffer. pH 6,8, resuspe^ert inri die Reak- 
tion dureh Zugabc von 8,3 mM Mandelonitril gestartct Die Reaktion wurde unter Schutlcln bci 30°C durchgerunrL Die 
Kincuk wurde durcb Probenenmahmc and anschlieBende ZeUabtrennung mit ffilfe der HochleistungsOussigkeitschro- 

50 matographic (Nuclcodcx frPM) vcrfolgL Dabei wurde S-(+> und R-(-)-Mandcbaurc bestimmt. Die cptischc Rcinhcit 
der gcbildeten R.(-)-Mandebaurc (etW betrug 98% bei 50% UmsaU. Die Selektivitat des Enzyms (- B) lag bei 50% 
Umsat7.bei499. 
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4. Reinigung 

In alien Purlern war wahrend der Reinigung - ftdb nicht anders angegeben - 10 mM OTT anwesend. 

Schritt 1 



^ ZcllaufechluB 

DicZcUen aus je zwei 101-Fermentationen wurden wie in Beispiel 1 beschrieben gewonnen, abzcnlrifugicrt und zwei- 
mal mil 1 1 0,1 M Tris/l-ia-Puffer, pH 7,2 gewaschen. Die Ausbculc betrug ca. 162 g Zellfeuchtinassc. Jc 81 g ZeU- 
fcuchLmasse wurden in 160 ml 0,1 M Tris/HCl-Puilcr, pH 7^ f resuspendiert und viermal in cincm Mcmon-GauUn bei 
6$ 750 bar aufgescniosscn. Das Homogcnat wurde dann fur 30 min bei 30-000 g zentrifugien und das Pellet verworfen. Dcr 
"Obcrstand (140 ml) bane cine Rest akti vital von 73% wie in "Bib- 1 darg estelit - 
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Schritt2 

looenaustauschchromatograpbic 

Dcr "Oberstnnd wurde mit Puffer A (20 mM Tris/HCl pH 8,5) auf 400 ml verdtlnnt und nochmals bci 23000 g fur 
20 min zentrifugiert. 350 ml wurden dann auf cine Q-Sepharose Saule (Durchmcsscr 5 cm, H&be 22 cm, Volumen 
432 ml Q-Sepbarose Fast Flow von Pharmacia) in Puffer A aufgetragen. Bei einem FluB von 20 ml/min wurde zunachst 
mil 10%PuffcrB (wic Puffer A mit 1 M NaCi) gewascben (gesamies Auftrags- undWaschvolumcn cntsprach 1.5 l).Im 
Vcrlauf von 90 min wurde linear das Vcrhfiltnis bis zu 60% B gesicigcrL Vfon 9 1 bis 120 min wurde dann mil 100% Puffer 
B gewaschen. Es wurden 100 40 ml-FraJcrioncn gcsammeli. Die Nicrilase eluiertc zwischeo den Fraktionen 50 und 60. 
Die Fraklioocn wurden vcreimgt und durch Ultrafiltration ubcr cine 10 kDa Mcmbran (Ainicon) auf cin VoLumen von 
lOmloufkonzentricrt. 

Schritt3 

Molckulandebchromaiographie 

Das Konzcmrai aus dcr Ioncnausiauschchromatographie (Schrio. 2) wurde in zwei Portiooen zu je 5 ml durch Mole- 
kularsicbohromaiographie (Superdex 200 prep, grade, Pharmacia, Trcnnbcrcich 10 bis GOOkDa^ 2,6 cm Durchmesscr. 
60 cm H0hc 325 ml Volumen) weiter gereinigt. Die Detektion erfolgtc bci 280 nm. Die Saule war in 20 mM Pbosphat- 
puffer. pH 7,4, 5 mM DTT und 1 50 mM NaQ a^uilibriert und wurde mit einem FluB von 1 5 ml/min bctricben. Es wur- 
den 40 Fraktionen gcsammclL Die Niiril-vcrscifende Aktivitat befend sich in den Fraktionca 3 bis 5. 

Schxitt4 
Ioncnaus lauschchronialograpbie 

Die vcccimgtcn Fraklionen aus der Mblekularsiebohromatographie (Schritt 3) wurden durch lonenanstauscbchroma- 
tographic Ubcr cine Mono Q Saule (Saulcnvolumcn 1 ml, Mono Q HR515, Pharmacia) weitcr gereinigt. Als Puffer A 
dicnic 20 mM Tris/HO, pH 8,5, 5 mM DTT, als Puffer B der gleiche Puffer wie in A mit 1 M NaCl. Die FluBgtschwin- 
digkeit bctrug 1 rruVmin. Die auf cine Lcitfahigkcil von ca. 6 niS/cm verdUonte Wertfraktion aus der MolekularsicbohrO- 
matographic (ca, 100 ml) wurde dirckl auf die Mono Q Sfiule gegeben und das Protein so adsorbicrt Die Saule wurde 
nach dem AuJftrag mit 5% Puffer B gc waschen. Die Saule wurde in 30 min mit einem Gradienten von 5% bis 40% B clu- 
icru gcfol^t von 100% B fur 10 Minuicn. Die Elutioa dcr Nitrilase erfolgte in Fraktion 17 und 18 des Gradienten. 

Die Scbritte 1-4 der Reinigung worden in Tabcllo I wicdcrgcgcbcn. 

Tabcllcl 



Reinigungsschema 



Probe 


vol. i 
[ml] 


Aktivi" 

tat 
iv ni 


Gesamt- 
aktivi- 
tat 
[m0] 


AUS- 

beute 
[%] 


Protein 
[mg/ml] 


Gesarot- 
protein 
[mff] 


spez. 
Aktivi- 
tat 
[u/g] 


vor 

Auf- 

schlufi 


160 


480 


76800 


100 








nach 
Auf- 

schlufi 


140 


400 


56000 


72,9 








Q-sepnarose 


Auf era? 


140 


192 


26880 


35 


12,4 


1736 


15 


WF 


400 


77 


30800 


40,1 


0,26 


104 


296 


Superdex 200 


Auftrag 


9,5 


>378 


>3591 


4,7 


2,41 


22,90 


>157 


WF 


43 


59 


2537 


3,3 


0,21 


9,03 


281 


MonoQ 


Auf crag 


100 


4,8 


480 


0,6 


0,06 


6,33 


76 


WF 


4 


>77 


308 


0,4 


0,19 


0,76 


>405 
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Die Wcrtfraktioncn Tabelle I) der Molekularsicbohromatograpbte (Schritt 3) und Ionenaustaufichchromaiogra- 

phie Ubcr Mono Q (SchriK 4) sind Uber SDS-PAGE aufgctrcnnt worden wie in Fig. 2 daigcstelli. 

Schritt 5 

S 

Rcverscd-?hase (RP)-Hochfl u&sigkcitschomatographie 

Dig Wcnfrakiion (Fraktion 17 und 18) dcr Mono Q Chromatographie (Schriti 4) wurde durch RP-Chromatographit 
auf I loiik^cniiui ubcrprtift und zur Vorbereitung einer lYypsinspaltung weiter gereimgL Zur Ircnnung wurde eine Saulc 
io (3 cm) von Ahimcd an eincm Hcwicii-Packard Gerat (HP 1090) eingesetzt Als Laufmittel tfiemePuffer A: Wasscr mit 
U.ttf TTA unvi lWer B: Acetonitril mit 0,1% TEA. mjcktionsvoUimen 04 ml, riuBgescbwindigkett 0,5 ml/min. Dcr 
l<|imon*»£ftJicM hjiic folgcndcn Veriauf: 



15 



20 



25 



Minute 


% Puffer A 


% Puffer B 


0 


80 


20 


2 


80 


20 


22 


30 


70 


22, 1 


0 


100 


24 


0 


100 


25 


100 


0 


30 


100 


0 



Die Niirilasc cluicrtc /wischun \2 urn! 13 Minuten. Im SDS-PAGE cntsprichl das einer 37 fcDa-Bande. Diese Bandc 
wurdc anscqucn/kTi. Ms wurdc cicr Scqucn/cr "494 Precise Protein Sequenzer n dcr Firma Applied Biosystems verwen- 
30 del. Die so crh altcic N-icnuirftlc Scqucn/ von 39 Aminosauren wird im Folgcndcn mit SEQ ID NO: 3 bezeichnet. Die 
Sequent i^i in dcr hcii!cftt£icn lime cicr Scquenzen aufgefilhrt und lauten Met Gin Hit Arg Lys Be Vai Arg Ala Ala Ala 
Val Gin Ala Ala Scr Pro Asn 'IV r Asp 1 *u Ala Thr Gly Asp Lys Thr lie Glu Leu Ala Arg Gin Ala Arg Asp Glu Gly. 

Herstclluog iryptSnchet Peptide 

3S 

Die Probe aus dcr Mono Q Chromatographic (Schritt 4) wuidc wic folgt vorbehandelt! das Protein (ca. 0,6 mg) wurdc 
durch \%5% 'IX'A gelulli und das Pellet dreimal mit 1 ml Ether/Ethanol (1:1) gewascben. Das Pellet wurde in 0,2 ml 
6 M Guamdin lltl. 25 mM Tris/HCI. pH 8,5 gelost Zu dieserLosung wurden 2,6 ul ciner 1 M DTT-L&sung zur Reduk- 
tion dcr Disulfiibriicken gegeben. Die Probe wurde eine Stnnde in Dunkelheit geschuticlL Danach wurdc das Protein mit 

40 1.5 ul ciner 4-Vmvlpyridinlosung (35%) fur 2 Stunden in Dunkelheit umgcsctzL Die Reaktion wurde durch Inkubation 
fur 1 Siunde mil 2,6 ul ciner 1 M DTT-Losung beendet Das yinylpyrrilidierte Enzym wurdc wic oben beschrieben durcb 
RP-HPLC gercinigi. Die Retentionszcit betrug nun zwischen 10 und 11 MinutciL Die Wcrtfraktiom identifiziert dutch ihr 
Molckulargcwichi, wurdc gcsammelt und uuf 0,02 ml aufkonzentriert. Dazu wurden 0,01 ml Acetonitril und 0,1 M Tris/ 
HCU pH 8,5 ad 0,2 ml gegeben. 7mt Korrektur des pH-Wertes wurden noch ca. 0,05 ml 0,1 M NaOH zugesctzt. Die 

45 Probe (03 mg geschatztc Protcinmcngc) wurdc mit 0,032 ml ciner 1 mg/ml Trypsinl5sung in 0,1 M Tris/HCL pH 8,5, 
5% Acctoniiril, versetzt und ubcr Nacht bri 37 d C inkubicrt Dcr Vcrdau wurdc mit 0,01 ml Essigsaure gestoppt und dann 
zentrifugiert. Der ttberstand wurde durch RP-HPLC auf C18 getrennt (Laursystem; Purler A: Wasscr, 0,1% TFA, Puffer 
B: Acetonitril, 0,1% TFA). Peptide (Detektion 205 nm und 280 nm) wurden gesammelt und sequenricrt. Es wurdc dcr 
Scqucnzer "494 Precise Protein Sequencer" der Kirna Appucd Biosystems verwendet. Die interne Peptidsequenz von 21 

50 Aminosiiurcn wird im folgcndcn mil SEQ ID NO: 4, die interne Peptidscqucnz von 11 ArmnOsSurcn mit SEQ ID NO: 5 
bczcichnct, SBQ ID NO: 4 und 5 sind in der beigetugten Liste der Sequenzen aufgefuhrt und lauten: 
SEQ ID NO: 4 

Glu Glu Ala Pro Glu Gin Gly Val Gin Ser Lys Be Ala Ser Val Ala Be Ser His Pro Gin 
SEQ ID NO. 5 
$$ Glu Glu Ala Pro Glu Gin Gly Val Gin Scr Lys 

6. Aktivitat der gereinigten Nitrilase gegenUber Mandelonitril 

Die Akliviliil dcr gereinigten Nitrilase gegoniiber Mandelomtril wurde wie in Beispiel 2 beschrieben untersuchL Die 
tf> Kpc7ifiRChe Aktiviiiir des gereinigten Proteins gcgenuber Mandelomtril lag hei 12 k 3S0U/g Protein. 

Beispiel 2 

Klonierung dcr Nitrilase aus Alcaligcnes faccalis 1650 

<S5 

Aus den in Beispiel 1 durgeslellten Pepudscquenzen SEQ ID NO. 3 und 4 wurden Nukleoddsonden abgclcitet und 
synthetisiert Von der SEQ ID NO: 3, dcr N-tcrxninalcn Pcpddscqucnz, war die abgcleitctc Nuklcoddsondc ein 23 mer, 
64 mal degeneriert (in der Sequenz der Nukleotidsondc wird A, C Ct oder T durch N ersetzU A odcr C5 durch R; C Oder G 
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Hnrch * IWh den hohen Prozcntanteil an GC der in der Liieratur beschriebenen SuSmme AlcaHgcnes (Wida et al , 
5? id TS£!Z SuSS waren im Falle des Gluuimins und des fcoleucins die Auswahl tojtannPDa- 

Tr fur diu nachfollendc PCR dar, wobd S =C oderG ucdN = A,CG oderTbcdeutei, uod lautet: 
SHOOT NO: 6 

5 ^K^ w«* eio 20 mer als Nukleotidsondc abgeleitet, 256 mal degencrien 

Sn I .<« l^manieil an GC der SUitnmc Alcaligcnes war im Falle des Lysm. di^uswaW der driuen *»^*? 
Si ,Q in N< 7 bc/eichnci. Sic ist in der beigefiigten liste der Scquenzcn aufgcfilhrt und lautcU 

Mil llihc iInms Primerpaars, SEQ ID NO: 6 und 7, wurde die PGR an chromosomal* DNA «l Alcahgenes ^faecabs 
I i.4c i aur.livci uhn. Die Isolicrung chromosomaler DNA erfolgle nach Zelllysc mil Lysozym und Proteinase K-BcflaDd- 
iVi-ik H l4hman n bekannten klassi^chen MetKode (Ausubet E ct ai. (1994) Cuxrcot protocol in tiwlccu- 

'""rii i Tji ei^^ enc PCR erne Denaturierung Or 3 min bei 95*C; 35 Zyklen mitei- 

nc- 1 K ...uncmn^ I Qr 1 min bci 95°C, cincr IWranlagerung fur 1 min 30 see bei SVC und einc Polymerisation fur 
1 min '« • *.\ Ki 72"C; und cincr AbschluBpolymcrisation fur 5 min bci 72T- , 

1 » cr l.vvn Hcdingungcn wurdc aus der chromosomalcn DNA aus Alcaligenes faecalis 1650 em etwa 1 kb groces 
) r^„vn. antphii/icrt. Zur Klonierung des PCR-Produkles wurde an die bcreits erwahntcn Primer je eine Xbal^estnk- 
ih^Hnnsiclto utid /wci zusaizliche Nukleotide angebangt (5-AATCTAGA bzw. 5'-/OTCTAGA) und die PCR-Reak- 
h ,wi uiiicf ilen i^Nrn ucnannicn Bedingungen wiederholt. Erneut wurde cin erwa 1 kb-groBes Fragment ampl^crj; das 
ni pch kmnittm und XbaT- Verdau in analog verdauten P UQ8 ligiert wurde. Nach Transformation von R cob JM109 und 

I ^ il icruim wMiliivuiiden Plusiiiids wurde die DNA durch Scquenzierung und anschlicBeriden genoiinschen bouibcra 
liU tcnii/tfi. l>ic luotckularbiologischcn und mikrobiologiscbcn Mcthodcn zur Isolicrung des komplcttcn Nitrilasc- 
Ccn> i n. i crMjsttf nach den dem Fachmann bekanntcn klasstschen Mcthodcn. Die komplettc Nilrilase-Sequenz ist m 
SI O M VU I »laiycsicUL 

Beispicl 3 

I lomologic mil anderen Proteinen, IdcnlilizicruDg der hamologcn Sequeoz 

Der Vcrgkwh mit Sequenzen aus der Proteindatenbank SWISSPROT zeigte, daB das Nitriksegen in dieser Erfindung 35 

I I his Wi I Kmuih^ic bekanntcn Nilrilaien auf Armnosaurecbcnc besitTt Die hochstc Scqucnzbomologie wurdc zu 
dor AnU'eiiHiiirilspe/ifischen Nitrilase aus Aicabgnes faecalis JM3 (Nagasawa et al, Em J.Biocbcm. 1990, 194, 
765 772) gcluruWn. Die beiden Nitrilascgcnc wcisen eine Identitai von 93^% auf Nukleotidebene iibcr einen Bereich 
von 11)7 1 hp auf Die abgelciiece Aminosaurescquciiz wcist cine Idendtat von 96,1% iiber einen Bereich von 356 Anii- 
m><iun;n aul'. Die (cringle Homologic von 11,4% uber einen Bereich von 534 Aminosauren wurde zu der Nitrilase aus 40 
RhOiUviveuN cryihropolis SK92 (EP-A-0719 862) gefunden. 

Beispicl 4 

Heterologe Expression der Nitrilase in R coli 45 

Zur Xlonierung in den Exprcssionsvckior pJOE2702 wurde das nit-Gen amplifmert. Dabei wurde als 5 , -Primcr fur die 
die o. g. SliQ ID NO: 3 ausgcwlihlt, wobei an das 5'-nit-Ende einc mit dem Translationsstart fiberlappcndc Ndel- 
ScbnittMellc angcl'Ogi wurde. Dieser Primer wird im Folgenden als SEQ ID NO: 8 bczcichnci und ist in der beigefugtcn 
Lisle der Sequcnzcn aufgefuhrL Als S'-Primcr wurdc cin 24 mcr aus dem 3-Bercich des nit-Gens ausgcwUhlt, bei dem so 
cine an das Stopeodon angrenzende B^riiHirSchnittstellen angefugt wurdc. Er wird im Folgenden als SEQ ID NO: 9 be- 
zcichnct und isi in der nachfolgendcn Liste der Sequenzen aufgefuhrL 
5'-T FA ATCATATGC>GACAAGAA.\AATCGTCX:G-3 i SEQ ID NO: 8) 
5•-AAGCA1X:ClX:AAGA(X;GCTCT^GCACTAGCAG-3 , (= SEQ ID NO: 9) 

Umcr Vcrwendung der Pwo-Polymerase beinhaltete die PCR eine Dcnaluiierung fUr 3 min bei 94°C; 25 Zyklen mil ei- 
ncr Dcnaiuricrung fur 1 min bci 93^ einer Primeranlagerung fur 1 min 30 sec bei 55*C und einer Polymerisation fur 
1 min 30 sec bei 72°C bzw. einer AbschkBpolvuicrisation fur 5 min bei 72°G Das cmalicnc PCR-Fragmeot wurde gc- 
reinigt, rim NdcE/BamlU verdaut und in analog verdautcn \fcktor pJOE2702 (Volffct aL, 1996, Mol. Microbiol,, 21(5), 
1037-1047) inicgriert. Das rcsultierende Plasmid wurde mit pDHE 19.2 bczcichnet und ist in Fig. 3 dargostcllt- Durch 
die Tnicgraiion ilber die N^lcT/ftamHT-Schniustellen steht das nit-Gen in dem Plasmid pDNF/19.2 unter TVanskriplions- 
konuollu des in pJOE2702 cnihaltenen Promoters rha^ der aus dem posiliv rcgulierten L-.Rhamnose-Operon rhaBAD in 
E. cob' (Ggan St Schleif, 1994, J, Mol. Biol., 243, 821-829) stammt. Die TransfoHpuonsterminarion des nit-Gens und die 
Twnslationjriniiiaiion crtblgen ebenfalls Uber Vektorsequenzen. Dancbcn cnlhalt das Plasmid noch ein Gen, das die Am- 
picillin-Rcsisicnz Ap R verleiht 

Die heterologe Expression der Nitrilase wurdc bci dem das Plasmid pDHEl9,2 enthaltenden Stamm E. coli JM109 ge- 
zcigt, Zu dicscrn Zwcck wurdc der Stamm JM 109 (pDHE19,2) im Kulturmcdium TB bei 37°C mit 100 ug/mi Ampicillin 
(Tariol'. Hobbs 1987) unter SchUtteln angezogen. Bci cincr ODgoo von 1,7 wurde die Kultur 1 : 200 in frisches TB-Me- 
dium. dus zur Induktion der Nitrilase 02% (w/v) l^Rhamuosc cnlhiclt, Ubeompft und bei 30°C unter Schuttcln kulti- 
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Puffer CBisprechend ciaer OD«oo von 10 resuspendien una nach Ultraschallbchanaiung auigescmc^ 

Beispiel 5 

Bcstimmung derNittilase-Aktivitktdes rekombinaten Stamms E. coli JM109 (pDHEl9.2) 

1 . Hcrstellung der Zellen 

W 7A 30°C 3M Vh unn 400-650 upm. Nach 16 Smndcn wurden ^ ™«*»^ ?M rflCSem 

2, Bcsiimmung der spezifischen Aktivit2i gcgcnUber Mandelonitril 

Die Zclicn wurden wic in Beispici 1 beschrieben gcwonnen und in 10 inM NiK-Pta^ pH W 
2 mt Sxtenecwichi warden in 1 mi 10 mM Na/K^sputpuffcr, pH 7,2. rcsuspcndiert und die Reason durch 
L?u^ Die Reaktion wurdc unter Scb^m bei 40*C ^^^^ 

wurdTubcr P obenentnahme und anschlieBende HcxMriStungsflOs^kdtSChioniatOgraphie (ODS HypersU) verfri£ 
warded 

vot Mondclsiiurc octroi 403 U/g Zelltrockcogewicbt bei cincm Umsaiz von 30%, wobei 1 U defimcrt ist als 1 umol 
Mandelsfiurc, dai pro Minute bei 40°C gebildet wird. 

Bcispiel6 

Synlhcsc von ^MandckSure iiber Vcrscifung von Mandelonitril mit Hilfc von E. coli JM109 ( P DHE19.2) in Suspension 

In cincrn Volumcn von 11 10 mM Na/^Phosphatpm^er, P H 7.2. der den Stamm E, coli JM109 (P^^.2) in 
* onzcntrauon von 2 c/1 enthielt, wurde bei 40°C unter RUhren mit einem Blaliruhrer Uber 10 Stunden Mandcbnilnl in 
££££ rt. U g/l zudosierL Die Dosierung wurde uber den Nitril-Verbrauch rcguliert Die JBUdungsge- 
schwindigkeit von R-Mandclskure wurde wie in Beispici 5 beschricben verfolgt Die Ergebnisse smd in Hg. 4 oargc- 
stelll 

Beispiel 7 

Gewinnung von R^Mandelsaurc uber Extraktion aus dem Rcaktionsansatz der MandelOTitril-Vcrscirung durch E. coli 
' 0 JM109 (pDHE19.2) in Suspension 

Der in Beispici 6 emaltenc, w&arigeReakuonsansatz an Mandelsaure wurde von den Zellen uber Zcntrifugarion bc- 
frcit, mit einer S^urt auf pH 2 gestclli und dreimai mit Methy ltcrtiurbuty lethcr (MTBE) extraliierL Nach Abdampfen des 
organischen L6sung3mitiels des Mandelsaurcexiraktes wurden die so crbaltenen, weiBcn Maadelsiinrekristallc ruckge- 
ldst und auf cbemischc und optische Reinheit uber Hochleistmigsfluss^ untersuchL Die cbcmische 

45 Reinheit lag bei 99%, die optische Reinheit der R-MandcMure bei 97,4% ec, 

Beispici 8 

Gewinnung von R-Mandelsaure iiber KahlungS^Kristallisation aus dem Reaktionsansatz derMaiidclomtril-Afereeirung 
50 durch E. coli JM 109 (pDHE19>2) in Suspension 

Der in Beispiel 6 erhaltcne, wassrige Reaktionsansatz an MarideUaure wurde von den ZeUen liber Zentrifugalion be- 
frci i unter Erwkrmung und Running auf 40% des Ausgangsvolumens aufla>nzentriett und mit einer S&ure auf pH 2 ge- 
stellL Durch Abkilhluag im Eisbad wurde die MandelsSure auskristallisicrt und die so emaltenen, wcificn Mandelsaure- 
55 kristalle Uber eine Nutschc abgesaugt und getrocknet. Die Kristalle wurden riickgeiosl und Uber Hochleistungsfliissig- 
kdischromatographie auf chemische und optische Reinheit untcrsuchL Die cuemische Reinheit lag bei 99,) %, die opti- 
sche Reinheit der R-Mandelsaure lag bei 99.8% ee. 

Beispiel 9 

Umsetzung verscbicdcncr Nitrite 

Mit dem E. coU Stamm (siehe Beispiel 6) oder mit dem Ausgangsstamm Alcaligenes wurden vcrschieden Nitrilc um- 
gcsetzL Die Alcaligcncs-Zeilen wurden in 400 ml Alcaligcncs-Mcdium (siehe oben Medium A) bei 30*C und 160 Upm 
ftlr 1 6 Stundcn (= h) angezogen. Die Zellemte crfolgtc durch Zentrifugalion (30 min- 4°C und 5000 Upm), Je 150 ui ei- 
ner ZcUsuspension wurden pro Well in eine Mikrotitcrplatte pipedcrt Die Platte wurdc anschlicBcnd v»ntrifugierL Der 
tJberstand wurdc abgesaugt und die Zellpellets zwcimal rnit Na 2 HP0 4 (1,42 g/l in Rnnaqua, pH 7»2) gewascheu. An- 
schlicBcnd wurdc die Substratl5sung (150 ul) zupipctdert und die Zellen erncut resuspendien, Je eine 12-er Rcihc der 
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M*rodt«pl*te word* mit einem Substrat vosetzt Ala Konuollcwurdceine^eMtd.rSubstnulasungohncZellcn 

gcnommcn (= Leerwert). omtw. ft 2 cumdco im Schutielinkubatorbclasscn. Danach wurden die 

Zelkn abzentrifugiert und imtWand die ******* Mcnge ^J^feX™ NI^L^fi" erslclU wuideo war 
Sr MKfflw .rfolete bei <S20 am gegeii cine Eicbkurve, (he rmt verschtedencn ^OHU««8« 



Tig. 6 gibt die Eigebnisse der Umsotzung als Attivitaiswene wicdet 



Subscrat-Nr. 


MTOOl/1 


AXtivitSt 


% Urosatz 


1 


2141,2 


8,9 


86,3 


2 


1001,1 


4,1 


70,2 


[ 3 


24,4 


0.1 


44,3 


4 


2210,5 


9,2 


100 


5 


2136,3 


8,9 


100 


> 6 


1500,8 


6,2 


100 


7 


4,9 


0, 02 


NA 


8 






NA 1 


9 






NA 


10 


113,4 


0,47 


NA 


11 
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SEQUENZPROTOKOLL 

(1) ALGEKEINE INFORMATION: 

5 (i) ANMELDER: 

(A) NAME: BASF Aktiengesellechaf t 

(B) STKASSE: caxl-Bosch-Strasse 3fl 

(C) ORT; Uidwigshafen 

0 (DJ BUNDESLAND: Wieinlanfl-Pf alz 

(£) IjAND: Bundesrepublik Deutschland 
<F) POSTLEIT2AHL: D-67056 

(ii) ANMELDETITEL: verfahren zur Herstellung chiraler 

Carbonsaeuren aus Nitrilen mit Hilfe einer Nitrilase Oder 
Mikroorganismen, die ein Gen fuer die Nitrilase enthalten 

M (iii) AN2AHL DER SEQUENZEN: 9 

(iv) COMFUTER-LESBARE FORM: 

(A) DATENTRflGER: Floppy disk 

25 (B) computer: i eh PC compatible 

-(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS /MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Pa tent In Release #1.0, Version #1.25 (EPA) 

M (2) INFORXAXION ZU SEQ ID NO: 1: 

(i> SEQUENT CHARAKTERI STIKA : 

(A) LftNSEt 1071 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

35 (C) STRANGFORM: DOppel 

(D) TOPOLOGIE: linear 
(ii) ART DBS MOLEKOlS; DNS (genomisch) 

40 

(Xii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iii) ANTISENSE: NEIN 

45 (vi) URSPRUNLICKE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Alcaligenes faecalis 

(B) STAMM: 1650 

50 (ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLOSSEL; CDS 

(B) LAGE: 1. .1071 

» (xi) SEQUEN2BESCHREIBUNG: SEQ ID NO: Is 

ATG CAG ACA AGA AAA ATC GTC CGG GCA GCC GCC GTA CAG GCC GCC TCT 
Met Gin Thr Arg Lys lie val Arg Ala Ala Ala val Gin Ala Ala Sex 
«. & S 10 15 
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CCC AAC TAG GAT CTG GCA ACG OCT GIT GAT AAA ACC ATT GAG CTG GCT 
Pro Asn Tyr Asp Leu Ala Tnr Gly val Asp Lys Thr He Glu Leu Ala 
20 25 30 

CGT CAG GCC CGC GAT GAG GGC TGT GAC CTG ATC GTG TTT GGT GAA ACC 
Arg Gin Ala Arg Asp Glu Gly Cys Asp Leu He val Phe Gly Glu Thr 
35 40 45 

TGG CTG CCC GGA TAT CCC TTC CAC GTC TGG CTG GGC GCA CCG GCC TGG 
Trp Leu Pro Gly Tyr Pro Phe His val Trp Leu Gly Ala Pro Ala Trp 
50 55 60 

TCG CTG AAA TAC AGT GCC CGC TAC TAT GCC AAC TCG CTC TOG CTG GAC 
Sex Leu Lys Tyr Ser Ala Arg Tyr Tyr Ala Asn Ser Leu Ser Leu Asp 
65 70 75 80 

AGT GCA GAG TTT CAA CGC ATT GCC CAG GCC GCA CGG ACC TTG GGT ATT 
Ser Alo Glu Phe-Gln Arg He Ala Gin Ala Ala Arg Thr Leu Gly He 
85 90 95 

TTC ATC GCA CTG GGT TAT AGC GAG CGC AGC GGC GGC AGC CTT TAC CTG 
Phe He Ala Leu Gly Tyr Ser Glu Arg Ser Gly Gly Ser Leu Tyr Leu 
100 105 HO 

GGC CAA TGC CTG ATC GAC GAC AAG GGC GAG ATG CTG TGG TOG CGT CGC 
Gly Gin Cys Leu He Asp Asp Lys Gly Glu Met Leu Trp Ser Arg Arg 
115 120 125 

AAA CTC AAA CCC ACG CAT GTA GAG CGC ACC GTA TTT GGT GAA GGT TAT 
Lys Leu Lys Pro Thr His val Glu Arg Thr Val Phe Gly Glu Gly Tyr 
130 135 140 

GCC CGT GAT CTG ATT GTG TCC GAC ACA GAA CTG GGA CGC GTC GGT GCT 

Ala Arg Asp Leu He val Ser Asp Thr Glu Leu Gly Arg val Gly Ala 
145 150 155 160 

CTA TGC TGC TGG GAG CAT TTG TCG CCC TTG AGC AAG TAC GOG CTG TAC 
Leu Cys pys Trp Glu His Leu Ser pro Leu Ser Lys Tyr Ala Leu Tyr 
165 170 175 

TCC CAG CAT GAA GCC ATT CAC ATT GCT GCC TGG CCG TCG TTT TCG CTA 
Ser Gin His Glu Ala He His He Ala Ala Trp Pro Ser Phe Ser Leu 
180 185 190 

TAC AGC GAA. CAG GCC CAC GCC CTC AGT GCC AAG GTG AAC ATG GCT GCC 
Tyr Ser Glu Gin Ala His Ala Leu Ser Ala Lys Val Asa HeC Ala Ala 
195 200 20S 

TCG CAA ATC TAT TCG GTT GAA GGC CAG TGC TTT ACC ATC GCC GCC AGC 
Ser Gin lie Tyr Ser val Glu Gly Gin Cys Phe Thr He Ala Ala Ser 
210 215 220 
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15 



20 



ACT GTG GTC ACC CAA GAG ACG CTA. GAC ATG CTG GAA GTG GGT GAA CAC 
Ser Val Val Thr Gin Glu Thr Leu Asp Mot Lou Glu Val Gly Glu Hie 
225 230 235 240 

AAC GCC CCC TTG CTG AAA GTG GGC GGC GGC AGT TCC ATG ATT TTT GCG 
Asn Ala. Pro Leu Leu Lys Val Gly Gly Gly Ser Ser Met lie Phe Ala 
245 250 255 

CCG GAC GGA CGC ACA CTG GCT CCC TAC CTG CCT CAC GAT GCC GAG GGC 
Pro Asp Gly Arg Thr Leu Ala Pro Tyr Leu Pro His Asp Ala Glu Gly 
260 265 270 

TTG ATC ATT GCC GAT CTG AAT ATG GAG GAG ATT GCC TTC GCC AAA GCG 
Leu lie He Ala Asp Leu Asn Met Glu Glu He Ala Phe Ala Lys Ala 
275 280 285 

ATC AAT GAC CCC GTA GGC CAC TAT TCC AAA CCC GAG GCC ACC CGT CTG 
lie Asn Asp Pro val Gly His Tyr Ser Lys Pro Glu Ala Thr Arg Leu 
290 295 300 

25 GTG CTG GAC TTG GGG CAC CGA GAC CCC ATG ACT CGG GTG CAC TCC AAA 
Val Leu Asp Leu Gly His Arg Asp Pro Met Thr Arg val His Ser Lys 
305 310 315 320 

30 pj^Q GTG ACC AGG GAA GAG GCT CCC GAG CAA GGT GTG CAA AGC AAG ATT 

Ser Val Sftr Arg Glu Glu Ala Pro Glu Gin Gly Val Gin Ser Lys He 
325 330 335 

35 GCC TCA GTC GCT ATC AGC CAT CCA CAG GAC TOG GAC ACA CTG CTA GTG 
Ala Ser Val Ala He Ser His Pro Gin Asp Ser Asp Thr Leu Leu Val 
340 345 350 

CAA GAG CCG TCT TGA 
Gin Glu Pro Ser 
355 



45 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 2; 



(i) SBQUEMZ CHARAKTERI STIKA : 
{A} LAtfGE: 356 Amino s&ur en 
(B) ART; AmiaosAure 
50 ID) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Protein 

55 (Xi] SEQUEMZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 

Met Gin Thr Arg Lys He Val Arg Ala Ala Ala Val Gin Ala Ala ser 
15 10 15 



to 



Pro Asn Tyr Asp Leu Ala Thr Gly val Asp Lys Thr lie Glu Leu Ala 
20 25 30 



J 
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Arg Gin Ala Arg Asp Glu Gly Cys Asp Leu lie Val Phe Gly Glu Thr 
35 40 45 

Trp Leu Pro Gly Tyr Pro Phe His Val Trp Leu Gly Ala Pro Ala Trp 
50 55 60 

Ser Leu Lys Tyr Ser Ala Arg Tyr Tyr Ala Asn ser Leu Ser Leu Asp 
65 70 75 80 

Ser Ala Glu Phe Gin Arg lie Ala Gin Ala Ala Arg Thr Leu Gly lie 
85 90 95 

Phe He Ala Leu Gly Tyr Ser Glu Arg Ser Gly Gly Ser Leu Tyr Leu 
100 105 110 

Gly Gin Cys Leu He Asp Asp Lys Gly Glu Met Leu Trp Ser Arg Arg 
115 120 125 

Lys Leu Lys Pro Thr His Val Glu Arg Thr Val Phe Gly Glu Gly Tyr 
130 135 140 

Ala Arg Asp Leu He Val Ser Asp Thr Glu Leu Gly Arg Val Gly Ala 
145 150 155 160 

Leu Cys Cys Trp Glu His Leu Ser Pro Leu Ser Lys Tyr Ala Leu Tyr 
5 165 170 175 . 

Ser Gin His Glu Ala He His He Ala Ala Trp Pro Ser Phe Ser Leu 
180 185 190 

Tyr Ser Glu Gin Ala His Ala Leu Ser Ala Lys val Asn Met Ala Ala 
195 200 205 

Ser Gin He Tyr Ser Val Glu Gly Gin Cys Phe Thr He Ala Ala Ser 
210 215 220 

Ser Val Val Thr Gin Glu Thr Leu Asp Met Leu Glu Val Gly Glu His 
225 230 235 240 

Asn Ala Pro Leu Leu Lys val Gly Gly Gly ser Ser Met He Phe Ala 
245 250 255 

Pro Asp Gly Arg Thr Leu Ala Pro Tyr Leu Pro His Asp Ala Glu Gly 
260 265 270 

Leu He He Ala Asp Leu Asn Met Glu Glu He Ala Phe Ala Lys Ala 
275 280 285 

He Asn Asp Pro val Gly His Tyr Ser Lys Pro Glu Ala Thr Arg Leu 
290 295 300 

Val Leu Asp Leu Gly His Arg Asp Pro Met Thr Arg Val His Ser Lys 
305 310 315 320 
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Ser Val Thr Arg Glu Glu Ala Pro Glu Gin Gly val Gin Ser Lys lie 
325 330 335 

5 Ala Ser Val Ala He Ser His Pro Gin Asp Ser Asp Thr Leu Leu Val 
340 345 350 

Gin Glu Pro Ser 
io 355 

(2) INFORMATION ZU S£Q ID NO: 3: 

15 (i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) lSngEi 39 AftiinosSluren 

(B) ART: Aminos&ure 
(D) TOPOLOGIE; linear 

20 

(ii) ART D£S MOLEKOLS: Pep t id 
(iii) HYPOTHETI SCH ; NEIN 
(iii) ANTI SENSE: NEIN 

(v) ART BES FRAGMENTS: N-Terminus 
30 (vi) URSPRtiNLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISES: Alcaligenes faecalis 

<B) STAMM: 1650 

35 (vii) UNtflTTELBARE HERKUNFT: 

(B) CLON: Nitrilase 

(xi> S EQUENZBES GHREIBUNG : SEQ ID NO: 3: 

40 

net Glu Thr Arg Lys lie val Arg Ala Ala Ala Val Gin Ala Ala Ser 
15 10 15 

45 Pro Asn Tyr Asp Leu Ala Thr Gly Val Asp Lys Thr He Glu Leu Ala 

20 25 30 

Arg Gin Ala Arg Asp Glu Gly 
50 35 

(2) INFORMATION ZV SEQ ID NO: 4: 

55 |i) SEQUENT CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 21 Aminos&uren 

(B) ART: AminosSure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

„ 

(ii) ART DES MOLEKULS: Pep t id 

(iii) HYPOTHETISCH; NEIN 
65 (iii) ANT I SENSE: NEIN 
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(v) ART DES FRAGMENTS: inneres 

(Vi) URSPRtJNLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Alcaligenes faecalis 

(B) STAMM: 1650 

(vii) UNMITTELRARE HERKUNFT: 
(B) CLON: Nitrilase 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ IB NO: 4: 

Glu Glu Ala Pro Glu Gin Gly Val Gin Ser Lys He Ala Ser Val Ala 
l 5 . 10 15 

He Ser His Pro Gin 
20 

(2> INFORMATION £U SEQ ID NO: 5: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

<A) LANGS; H Amino s&ur en 
(B) ART: Aminosfiure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DBS MOLEKULS: Peptid 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iii) ANTISEMSE: NEIN 

(v) ART DBS FRAGMENTS: inneres 

(vi) URSPRIMLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Alcaligenes faecalis 

<B) STAMM: 1650 

(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT: 

(B) CLON: NitriXase 

(xi) SEQTJENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5: 

Glu Glu Ala Pro Glu Gin Gly val Gin Ser Lys 
15 10 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 6: 
(i) SEQUENZ CHARAKTBRISTIKA: 

(A) LANGE: 23 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsfiure 
(C> STRANGFORM: Einzel 
(D) TOPOLOGIE: linear 
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(ii) ART DES MOLEK&LS: DNS (genomisch) 
(iii) HYPOTHETISCH : NEIN 

(iii) WOTISENSE: NEIN 

[VX) URS PRtiMLI CHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: AlcaligeneS faecalis 
lU (B> STAMM: 16S0 

(vl±) UNMITTELBARE HERKX3NFT: 

(B) CLON: Nitrilase 

15 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6: 

KTGCAGACNA GNAARATCGT SCO 

20 (2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 7: 

<i) SEQUEN2 CHARAKTERI STIKA : 
(A) liMOGE: 20 Basenpaare 
25 (B) ART: Nukleinsfcure 

(C) STRANGFORH: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

30 (it) ART DES MOLEKd-S: DNS (genomiscn) 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
3S (iii) ANT I SENSE: NEIN 

(vi) ursprOnlioie HERKUNFT: 

(A) orGanismus : Alcaligenes faecalis 

(B) STAMM: 1650 

40 

(vii) UNMITTELBARE HERKUNFTs 
<B) CLON; Nitrilase 

45 ixi) SEQUENZBESCHREIBUNG i SEQ ID NO: 7: 

TM3CSACNGA NGCRATCTTG 

„ (2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 8: 

(i) SEQUENT CHARAKTERI STIKA : 

(A) LANGE: 31 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsiure 
$$ (C) STRANGPOBH: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: .linear 

(ii) ART DBS MOLEKftl*S: DNS (genomisch) 

A) 

(iii) HYPOTHETISCH s NEIN 
(iii) ANTI SENSE: NEIN 
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<vi) URSPROnLICHE HERKONFT: 

(A) ORGANXSMUS: Alcaligenes faecalie 

(B) STAMM: 1650 $ 

{vii) UNMITTELBARE HERKUNFT: 
(B) CLON; Nitrilase 

(Xi) SEQUEWZBESOIREIBUWG: SEQ ID NO: 8: 10 

TTAATCATAT GCAGACAAGA AAAATCGTCC 0 31 

(2> INFORMATION 20 SEQ ID NO: 9: l5 

(i) SEQUEN2. CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 32 Basenpaare 

(B) ART: Nukleins&ure 

(C) STRAMGFORM: Eillzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: DNS (genomisch) 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(iii) ANTI SENSE: NEIN 

(vi) TJRSPRWTL1CHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Alcaligenes faecal is 

(B) STAMMs 1650 

(vii) UNMITTELBARE HERKONFT: 
(B) CLON: Nitrilase 



20 



30 



35 



4-< 



40 



45 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 9: 
AAGGATCCTC AAGACGGCTC TTGCACTAGC AG 32 

Patentanspruchc 

1. feoucrtc Nuklcinsauresequeoz, die fUr tin Polypeptid mit Nitrilaseaktivilat codiert, ausgewfihlt aus der Gruppe: 

a) cincr Nuklcinsaurtsequenz mit der in SEQ ID NO: 1 dargestellten Sequenz, 

b) Nuklcinsaurcscquenzen, die sich als Eigebnis des degenerierten generischcn Codes von der in SEQ ID 
NO: 1 dargestellten Nukicins aurcscquenz ablciicn, 

c) Dcrivatc der in SEQ ID NO: 1 dargcstclltcn Nuklcinsauicscqucnz, die fur Polypeptide mit der in SEQ ID so 
NO: 2 dargcstclltcn AnuiwsSurcscquenzen codieren und mindestens 95% Homologic auf AnunoS&iireebene 
aufweisen, ohnc daB die cn2ymatische Wjftung der polypeptide wesentlich reduzicrt ist. 

1, Aminos tturesequenz codiert durch einc Nuklcinsauicscqucnz gcmaB Anspruch 1. 

3, Aminosfiuresequenz nach Anspruch 2, codiert durch die in SEQ ID NO: 1 dargestellte Sequent 

4, NuUwnsauickonstrukt enthaltend eine Nukleinssluresequenz geraaB Anspruch 1, wobei die Nukleinsaure5e- 55 
quenz mit dnan odcr mehreren Regulationssignalen verkniipft ist 

5. Vector enthaltend cine Nuklcinsauic$equcn2 gemaB Anspruch 1 Oder etn Nukleinsaurekonstruki gcmaB An- 
spruch 4. 

6. Mikroorganismus enthaltend mindestens eine Nukleinsauroscquenz gcmaB Anspruch I oder nundestens em ISu- 
kleinjiUurekonfttrukt gemaB Anspruch 4. ^ 60 

7, Mikroorganistnus nach Anspruch 6, wobei es sich bei dem Mikroorganismus urn cin Baklerium der Gatmngen 
Escherichia, Pseudomonas odcr Alcaligenes handclt, 

8. Verffihren zur Hersteilung von chiralen Carbonsauren der allgcmcincn Formcl I 
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dadurch gckcnnfccichncl, daB man raccmischc Nitrile der allgemeinen Farmcl II 



in Gcgcnwart cincr Aminosaurcscqucnz gcmaB Anspmch 1 odcr 3 odcr cincm wachscndcn, ruhcnden oder aufge- 
sehlosscncn Mikroorganismus gemaB Anspnich 6 oder 7 umsetzt und wobci rnindcstcns 25 mmol Nilril/h pro mg 
Prowin odcr 25 mmol Nilril/h pro g Itockengewicht zu den chiralen Carbonsauren umgesetzt werden, 
wohri die Suhstiiucntcn und Variablcn in dcnFormcln I und II folgcndc Bedculung habca; 
* cinopiisch akiivcsZentrum 

R *, K : f R 1 unahhJingig voneinander WasserstorT, suhfitituiertes oder unRibstitaiertex, verzwdgtes odcr unvcrzweig- 
uss <\ 4 VAIkyh CrCKrAUcenyi-. substituiertes oder unsubstituiertes AryK Hetaryl-, OR^oder NR*R und wo- 
hci dk* Rcsic R 1 . R 2 und R 3 immcr unLcrschicdlich and, 

k** Wjv.cftiioff, substituiertes oder unsubstituicrlcs, verzweigtes odcr unverzweigtes Ci-CiorAlkyK C2-CLorAike- 
n\|., C-CnrAlkvlcurbonyK C 2 -Ci<rAlkenylcarbonyl-, AryK ArylcarbonyK Hetaryl- oder Hctarylcarbonyl-, 
R % WjsMrrxnMV. suhsiiiuienes oder unsubstiwiertes, verzweigtes Oder unverzweigtes Q-Cio-AlkyK CrCio-Alke- 

n\U. \r\\* »xWr HtUrtl*. _ - 4 

ft! \vrOhm-n n^h Anspruch 8, daduxch gekennzeichnct, daB cincr dcr SubsdUicntcn R\ R" oder R 'OR bedeutet 

10. V^,,hrtiin*hAn%r^^ odcrR Aryl- 
bcdcuici 

1 1 . Vert j hrvn nxh ten Anffudwii 8 bis 10, dadurch gekcniifcrichnet, daB das ahren in waBnger Reaktionslo- 
sunc be$ cirtcm I /wfeartan 4 his II durchgefuhrt winL _ 

12. \fcrtatircn nach den An>m*-heii S bis 11, dadurcb gekennzeiebnet, daB im Vcrfahren 0,01 bis 10 Gew.-<& Nitnl 
oOcrWH bi> IliU-*.-'; ci.^cms|ircchcnckn Aldebyd* oder Ketoiis und 0,01 bis 10 Gcw.-% Blausaurc umgeseizi 
werden 

13. VcrtJhrcn n^h den AnsprOehen 8 bis 12, dadurcb gckcnnTeichnet, dafl das \ferfahren bei eincrltmpcratur zwi- 
schcnU'X'bbStn'durchjjwTuhrt winL . 
H Usrfahm nueh den Anspriichen 8 bis 13, dadurch gekennzeichnet, daB die chiralc Carbonsaurc ubcr ExtrakUon 
Oder KrunullUuikm oder llstmkiion und Kristallisation in Ausbeutea vod 60 bis 100% aus der Rcaktionslosuog ge- 
wonnen wird 

15, Vcrfahren nurti den Anspruchcn 8 bis 14, dadurch gekennarichnet, daB die chirale Carbonsaure einc opiischc 
Reinhcil von min^lcMcius 90% ee besittt. 
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